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 Resumen 
 
En este trabajo se presentan los resultados más relevantes obtenidos en el estudio 
de diferentes procesos para enriquecer, purificar y sintetizar ingredientes lipídicos con 
propiedades saludables, que tienen un alto valor añadido y pueden emplearse en la 
elaboración de alimentos funcionales y nutracéuticos. Las dos principales metodologías 
utilizadas en la presente Tesis son la extracción y fraccionamiento con fluidos 
supercríticos y la síntesis enzimática, que ofrecen ventajas debido a su alta versatilidad, 
selectividad, eficacia y respeto por el medio ambiente frente a métodos convencionales, 
siendo idóneas para la obtención de productos con grado alimentario.  
 
La obtención y purificación de compuestos lipídicos minoritarios como 
fitoesteroles y tocoferoles ha sido abordada partiendo de destilados de desodorización 
de aceite de soja, empleando procesos de extracción supercrítica en contracorriente 
(CC-SFE) combinados con transformaciones químicas y enzimáticas de los materiales 
de partida, dando lugar a extractos y fracciones no extraídas de alto valor añadido. 
 
Por otro lado, a partir de grasa láctea se fraccionaron otros lípidos con destacada 
actividad biológica, como ácidos grasos de cadena corta y cadena media (entre 4 y 12 
átomos de carbono). Estos ácidos grasos, junto a otros como  los diferentes isómeros del 
ácido linoleico conjugado (CLA), se emplearon como material de partida en reacciones 
sin disolventes catalizadas por lipasas, permitiendo la obtención de ésteres de 
fitoesteroles de elevada pureza y alto potencial. 
 
Finalmente conviene destacar que parte de los resultados descritos en la presente 
Tesis han sido obtenidos a escala de planta piloto, lo que les confiere una mayor 
viabilidad y aplicabilidad en el sector industrial. De este modo, se demuestra el empleo 
eficaz de diversas herramientas tecnológicamente avanzadas y limpias para el 
aislamiento, purificación y síntesis de diversos compuestos lipídicos con contrastada 
actividad biológica y elevado potencial para la producción de ingredientes alimentarios 
funcionales y nutracéuticos. 
 
 
Resumen/Summary 
Summary 
 
The present work describes the most important results obtained throughout the 
study of different processes for the enrichment, purification and synthesis of high added 
value lipidic ingredients with healthy properties that may be used in nutraceuticals and 
functional food production. Supercritical fluid extraction and fractionation techniques 
along with enzymatic synthesis have been the main methodologies employed within this 
thesis. These techniques are adequate for the production of food-grade ingredients and 
offer advantages regarding conventional methods, mainly due to the greener chemistry 
involved, enhanced versatility, selectivity, and efficiency. 
 
Minor lipid component production and concentration like phytosterols and 
tocopherols has been scrutinized from soybean deodorizer distillate by means of 
countercurrent supercritical fluid extraction processes (CC-SFE) combined with 
chemical and enzymatic transformations of the starting materials, rendering high added 
value extracts and rafinates. 
 
In addition, other lipids with important biological activity from milk fat, such as 
short-chain and medium chain fatty acids (4 to 12 carbon atoms) were fractionated.  
These fatty acids, along with others like the different isomers of conjugated linoleic acid 
(CLA) were used as a starting material for solvent-free reactions catalyzed by lipases 
allowing the collection of phytosterol esters of high purity and high potential.  
 
Finally, it should be noted that some of the results described in this Thesis have 
been obtained at pilot plant scale, which confers greater viability and applicability in the 
industrial sector. Thus, this Thesis presents an effective use of different advanced and 
clean technologies for the synthesis, isolation and purification of several lipidic 
compounds with relevant biological activity and high potential, from which functional 
food ingredient preparations and nutraceuticals production might result. 
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Lista de abreviaturas 
 
AA   Ácido araquidónico 
ACAT   Acil-coenzima A colesterol acil-transferasa 
AG    Ácido graso 
AGCC   Ácido graso de longitud de cadena corta 
AGCL   Ácido graso de longitud de cadena larga 
AGCM   Ácido graso de longitud de cadena media 
AGEE   Éster etílico de ácido graso 
AGL    Ácido graso libre 
AGME   Éster metílico de ácido graso 
AGPI   Ácido graso poliinsaturado 
AGS   Ácidos grasos saturados 
AGT   Ácidos grasos trans 
ALA    Ácido alfa-linolénico 
AV   Ácido vaccénico 
aw   Actividad de agua 
C. rugosa  Lipasa de Candida rugosa 
CC-SFE   Extracción con fluidos supercríticos en contracorriente 
CLA    Ácido linoleico conjugado 
DAG    Diacilglicerol 
DDG   Destilado desodorizado de aceite de girasol 
DDS    Destilado desodorizado de aceite de soja 
DDS-ME Destilado de desodorización de aceite de soja modificado 
enzimáticamente 
DDSMO Destilado de desodorización de aceite de soja modificado con 
ácido oleico 
DHA    Ácido docosahexaenoico 
ECV   Enfermedad cardiovascular 
EF   Éster de fitoesterol 
ELSD    Detector evaporativo de dispersión de luz 
EPA    Ácido eicosapentaenoico 
FSC    Fluido supercrítico 
FT   Fitoesteroles o esteroles vegetales  
Lista de abreviaturas 
GC    Cromatografía de gases (Gas Chromatography) 
GC-MS  Cromatografía de gases con detector de masas 
GRAS Generalmente reconocido como seguro (Generally Recognized As 
Safe) 
HDL   Lipoproteínas de alta densidad (High-Density Lipoprotein) 
HMG-CoA  3-hidroxi-3-metil-glutaril-CoA  
HPLC  Cromatografía líquida de alta resolución (High Performance 
Liquid Chromatography) 
IDL  Lipoproteínas de densidad intermedia (Intermediate-Density 
Lipoprotein) 
IFN-g Interferón gamma 
IgA Inmunoglobulina A 
IL Interleuquina 
LA   Ácido linoleico 
LDL   Lipoproteínas de baja densidad (Low-Density Lipoprotein) 
LDLr   Receptor de LDL 
MAG    Monoacilglicerol 
Pc    Presión crítica 
p/p   peso/peso 
Prep-SFC  Cromatografía con fluidos supercríticos a escala preparativa 
SDS   Dodecilsulfato sódico 
S/F    Relación disolvente/alimentación (Solvent to Feed) 
SFC    Cromatografía con fluidos supercríticos 
SFE    Extracción con fluidos supercríticos 
SFE-CC  Extracción con fluidos supercríticos en contracorriente 
SFF    Fraccionamiento con fluidos supercríticos 
SRA      Receptor scavenger o receptor de las LDL acetiladas 
TG ó TAG   Triglicérido 
Tc    Temperatura crítica 
TGCM  Triglicérido de cadena media 
TGCL   Triglicérido de cadena larga 
TNF-a   Factor alfa de necrosis tumoral 
VLDL  Lipoproteínas de muy baja densidad (Very Low-Density 
Lipoprotein) 
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7 
PRESENTACIÓN Y OBJETIVOS  
 
Los expertos en nutrición recomiendan seguir una dieta sana, variada y 
equilibrada como la mejor manera de prevenir ciertas enfermedades asegurando una 
buena salud. Sin embargo, los nuevos estilos de vida han provocado que se abandonen 
determinados hábitos de alimentación saludables que durante años han formado parte de 
nuestra historia y tradición. En la sociedad actual, los desequilibrios y desajustes 
alimentarios están relacionados con la aparición de un gran número de enfermedades. 
La falta de tiempo para cocinar, el ritmo de vida actual y la enorme oferta de alimentos 
que hace difícil la toma de decisiones adecuadas, conduce a que muchas personas no 
sigan una alimentación equilibrada, y por tanto, no ingieran todos los nutrientes que 
necesitan o las cantidades adecuadas. 
 
Como consecuencia de esta situación, surgen los alimentos ‘funcionales’ que 
pueden compensar los desequilibrios alimentarios y garantizan las ingestas de nutrientes 
recomendadas por los especialistas en nutrición, además de ser capaces de aportar 
beneficios adicionales a nuestra salud. Por este motivo, parte de la I+D+i en Ciencia y 
Tecnología de los Alimentos se dirige a la obtención de ingredientes alimentarios 
funcionales. Concretamente esta es una de las líneas de investigación fundamentales del 
grupo de investigación de Ciencias de la Alimentación de la UAM donde se ha 
desarrollado la presente Tesis Doctoral. Sin embargo, una de las particularidades de este 
grupo es la forma de abordar la obtención de ingredientes alimentarios funcionales, a 
través del empleo de tecnologías medioambientalmente limpias, como la extracción con 
fluidos supercríticos (SFE) y la biocatálisis enzimática. Es en esta línea de investigación 
donde se enmarca el proyecto bajo el que se inició la presente Tesis Doctoral: 
“Aplicación de la tecnología de fluidos supercríticos a la obtención de ingredientes 
alimentarios funcionales. Reacciones enzimáticas.” Los principales objetivos del mismo 
consistían en contribuir al desarrollo de tecnologías limpias de extracción para la 
producción de esteroles vegetales y la síntesis  enzimática sin disolventes de distintos 
ésteres de esterol con propiedades funcionales a partir de aceites, grasas y subproductos 
del refinado de dichos aceites. 
 
El presente trabajo se centra en el empleo de procesos de extracción con CO2 en 
condiciones supercríticas y la síntesis enzimática sin el empleo de disolventes. La 
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memoria está dividida en cinco capítulos. El primer capítulo es una introducción general 
sobre el concepto de alimentos funcionales, distintos tipos de lípidos con propiedades 
beneficiosas, los fundamentos de la tecnología de fluidos supercríticos y las 
características de la biocatálisis. 
 
En el segundo capítulo se describe la modificación enzimática de un destilado de 
desodorización de aceite de soja con el objetivo de facilitar el fraccionamiento de sus 
compuestos de interés (esteroles vegetales, tocoferoles y ácidos grasos) mediante 
extracción con CO2 supercrítico. 
 
En el tercer capítulo se aborda la esterificación enzimática de esteroles vegetales 
con ácido linoleico conjugado (CLA)  en un medio libre de disolventes. Lo que se 
espera es obtener un éster de esterol más soluble que los fitoesteroles, pudiendo 
suministrarse a bajas dosis mientras mantiene su alta bioeficiencia y que combine el 
efecto beneficioso de los fitoesteroles de reducir el colesterol sanguíneo con los efectos 
del CLA en una sola molécula. 
 
En el cuarto capítulo se aborda el estudio del fraccionamiento con CO2 
supercrítico de los ácidos grasos de la grasa láctea, con el objetivo de obtener extractos 
ricos en ácidos grasos de cadena corta y media que podrán ser utilizados como material 
de partida para la producción de lípidos funcionales de alto valor.  
 
El quinto capítulo está dedicado al estudio de la esterificación enzimática sin 
disolventes de esteroles vegetales con los distintos ácidos grasos de la grasa láctea y con 
el ácido butírico. El objetivo es obtener un producto que combine los efectos 
beneficiosos de los fitoesteroles con alguno de los efectos de los ácidos grasos de la 
grasa láctea en una sola molécula. Además, al incorporar ácidos grasos de cadena corta, 
los ésteres de fitoesterol producidos son menos apolares y podrían presentar una mayor 
hidrodispersabilidad. 
 
Por último en el sexto capítulo se exponen las conclusiones finales de los 
diferentes estudios presentados a lo largo de esta memoria. Asimismo, en el anexo se 
presentan las principales publicaciones a las que esta Tesis ha dado lugar.  
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INTRODUCCIÓN 
 
1.  ALIMENTOS FUNCIONALES O SALUDABLES  
 
Durante los últimos años, frente a los problemas y retos emergentes, el énfasis 
en Europa en temas de alimentación se ha puesto casi exclusivamente en garantizar la 
seguridad alimentaria, un aspecto esencial que continuará siendo el eje de todos los 
análisis, pero al que se añade una creciente consideración de los posibles beneficios 
asociados a los alimentos y sus componentes en relación con la salud, tanto para la 
población general como para determinados subgrupos. 
 
Entre los principales retos del momento se encuentra el de abordar las 
implicaciones de los nuevos conocimientos científicos y desarrollos tecnológicos en 
alimentación, así como las medidas normativas que afectarán a los denominados 
alimentos funcionales [1, 2] y que pueden incidir en la salud y el bienestar de los 
consumidores. Este concepto de alimento funcional engloba la idea de ciertos alimentos 
que pueden tener una acción beneficiosa sobre diferentes funciones del organismo, para 
mejorar la salud y el bienestar de los consumidores, o reducir el riesgo de desarrollar 
ciertas enfermedades [3]. En consecuencia, a la hora de evaluar estos alimentos, la 
seguridad no es lo único a considerar sino que se ha de tener en cuenta otro aspecto 
clave: la eficacia, es decir, si el compuesto es capaz de lograr el efecto beneficioso sobre 
la salud que se desea o se espera. 
 
Mientras que los aspectos relacionados con la seguridad de los alimentos 
(funcionales o no) están razonablemente cubiertos por diferentes legislaciones europeas, 
la legislación relativa a la eficacia en Europa, a diferencia de Estados Unidos, se 
encuentra aún en sus primeros estadios, entre otras razones porque los propios criterios 
para establecer la validez de las alegaciones de salud (health claims) relacionadas con 
los alimentos se encuentran en fase de estudio y desarrollo. A pesar de esto, actualmente 
se están evaluando las primeras tandas de solicitudes de alegaciones de salud. 
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1.1. Concepto de alimentos funcionales  
 
Hoy día, la idea tradicional de una dieta adecuada en el mero sentido de 
proporcionar suficientes nutrientes que aseguren la supervivencia de un individuo, 
satisfacer sus necesidades metabólicas básicas y complacer su sensación de hambre es 
insuficiente [2-4]. Además de ello y de lo relativo a la seguridad alimentaria, el énfasis 
se acentúa en la posibilidad de los alimentos para promocionar la salud, mejorar el 
bienestar y reducir el riesgo de enfermedades. Así, el concepto de “nutrición adecuada” 
tiende a sustituirse por el de “nutrición óptima”, y se habla de los alimentos funcionales 
u otras denominaciones parecidas (Functional Foods, Foods for Specific Health Use o 
Specific Health Promoting Foods), reflejando el hecho de que algunos puedan tener una 
acción beneficiosa que va más allá de sus efectos nutricionales básicos. 
 
Los alimentos funcionales presentan la característica particular de que uno o 
varios de sus componentes (por ejemplo los esteroles vegetales), una determinada 
combinación de ellos, o la ausencia de alguno(s), afecta a una o varias funciones diana 
en un organismo, de modo específico y positivo, produciendo un efecto fisiológico más 
allá del valor nutricional tradicionalmente considerado del alimento, contribuyendo así a 
mantener o mejorar el estado de salud y bienestar o a reducir el riesgo de sufrir 
determinadas enfermedades o alteraciones [3, 5, 6]. 
 
Numerosos alimentos convencionales de los que forman parte de la dieta 
mediterránea tradicional pueden considerarse funcionales una vez demostradas sus 
propiedades. Un producto alimenticio puede ser funcional para la práctica totalidad de 
la población o sólo para una mayoría de personas de un subgrupo particular, por 
ejemplo las afectadas de un factor de riesgo cardiovascular, un desorden gastrointestinal 
o con sobrepeso u obesidad [1, 3, 7, 8] . Los alimentos funcionales continúan siendo 
alimentos, no son píldoras (en este sentido, la perspectiva europea difiere de la 
norteamericana que contempla más los nutraceuticals o pharmafoods) y sus efectos 
deben producirse con las cantidades habituales en la dieta. 
 
La eficacia de estos alimentos funcionales debe establecerse mediante evidencias 
científicas suficientes, incluyendo estudios en poblaciones humanas y efectuados para 
cada alimento funcional en las condiciones normales de consumo humano [9]. En 
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particular, debe resaltarse que el consumo de alimentos funcionales no debe contribuir a 
alterar los hábitos alimentarios saludables, la dieta equilibrada, y que su seguridad debe 
estar garantizada para el conjunto de la población. 
 
1.2. Diseño de nuevos alimentos funcionales  
 
El diseño de un alimento funcional requiere profundos conocimientos 
científicos. El primer paso en la investigación y el desarrollo de un alimento funcional 
puede ser la identificación de un compuesto que produce un efecto específico y 
beneficioso para la salud (por ejemplo los esteroles vegetales), después hay que elucidar 
la interacción de dicho compuesto con otros elementos de la dieta y conocer su función 
en el organismo en diferentes ámbitos (génico, bioquímico, molecular, celular, 
fisiológico). Abarcar dicho conocimiento requiere una investigación básica fundamental 
y el conocimiento del mecanismo de acción. A partir de dicha base se puede definir un 
efecto saludable o beneficioso que debe demostrarse en modelos relevantes y, 
posteriormente, evaluar su eficacia en humanos mediante estudios que puedan 
demostrar una relación estadística y válida entre la ingesta y el beneficio específico que 
se le supone [3, 5]. La identificación y validación de biomarcadores adecuados es de 
gran ayuda [5], como por ejemplo las concentraciones sanguíneas de colesterol LDL 
respecto a las enfermedades cardiovasculares. Un aspecto importante es evaluar los 
márgenes de seguridad para las dosis efectivas que producen efectos beneficiosos, que 
deben ser seguros y aplicables a todos los principales grupos de población, incluidos 
aquellos a los cuales no va dirigido el eventual alimento funcional. 
 
1.3. Evaluación de la seguridad y la eficacia de los alimentos 
funcionales 
 
Los alimentos funcionales son una novedad en Europa, por lo que en su 
desarrollo se deben tomar en cuenta marcos legislativos amplios que pueden variar 
dependiendo del caso. En cualquier supuesto, sin embargo, una correcta evaluación 
debe contemplar dos aspectos: seguridad y eficacia. 
 
En Europa, la seguridad queda garantizada por las evaluaciones científicas que 
se realizan bajo la cobertura de las diferentes normas que se ocupan de controlar 
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cualquier novedad en alimentos y en los procesos de obtención. Respecto a la eficacia, 
la evolución de la situación europea se concentra en la aplicación de nuevas normas, 
armonizadas, sobre alegaciones de salud o de propiedades saludables. 
  
Existen algunos ejemplos de nuevos alimentos que se consideran funcionales, 
como los esteroles vegetales [10, 11] que se han evaluado recientemente en Europa [12-
14]. Dicha evaluación se ha concentrado en los aspectos de la seguridad, pero también 
en  los rasgos de eficacia y posibles beneficios. 
 
1.4. Alegaciones de salud o de propiedades saludables 
 
A los consumidores les preocupa cada vez más la manera en que la alimentación 
afecta a su salud. Por ello, la industria alimentaria ha reaccionado con una información 
nutricional más detallada en el etiquetado, y las autoridades de Seguridad Alimentaria, 
regulando las declaraciones relativas a los efectos beneficiosos de algunos alimentos o 
componentes. 
 
El principio fundamental que define las reivindicaciones o alegaciones de salud 
en los alimentos es que deben probarse científicamente, los mensajes no deben ser 
ambiguos y han de estar claros para el consumidor. Probablemente, la definición más 
acertada de “alegación” es la establecida en 1991 por el Codex Alimentarius [15]: 
“Cualquier representación que afirma, sugiere o implica que un alimento tiene ciertas 
características relacionadas con su origen, propiedades nutricionales, naturaleza, 
producción, procesado, composición o cualquier otra cualidad”. Sin embargo, el término 
de “alegación de salud” es interpretado de diferentes maneras según el país. 
 
En Japón, la investigación y las aplicaciones sobre alimentos funcionales 
empezaron activamente ya a principios de los años 1980 y en 1986 se pusieron en 
práctica los primeros programas específicos. En 1991 se introdujo el concepto de 
“alimentos para usos específicos en el fomento de salud” (Foods for Specified Health 
Use [FOSHU]), como el de alimentos que se pueden usar para mejorar la salud de las 
personas y cuyo efecto específico sobre ella se puede alegar como un valor añadido. Las 
autoridades holandesas han sugerido más recientemente un término similar: “alimentos 
que promueven específicamente la salud”. 
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En Europa, la Comisión Europea adoptó (16 de julio de 2003) un proyecto de 
reglamento regulador a las declaraciones sobre propiedades nutritivas y saludables de 
los alimentos, incluidos los complementos alimenticios [16]. Esta propuesta de 
reglamento afrontaba el aportar seguridad jurídica y precisaba las condiciones de 
utilización de las declaraciones sobre propiedades nutritivas y saludables de los 
alimentos, prohibiendo algunas y evaluando la pertinencia de las alegaciones, 
científicamente, y considerando la utilización de éstas en función del perfil nutricional 
de los productos alimenticios. Desde finales de 2006, y después de varias 
modificaciones, la Unión Europea aprobó el reglamento definitivo [17], norma que 
afecta a la comunicación publicitaria y etiquetado de los mismos. La gran aportación de 
este reglamento consiste en la obligación de que toda alegación presente en el 
etiquetado deberá estar provista de la evidencia científica que la justifique. En España 
las competencias de cesación o rectificación de la publicidad referente a las alegaciones 
nutricionales son competencia de la AESAN (Agencia Española de Seguridad 
Alimentaria y Nutrición) [18] 
  
Las alegaciones son de dos tipos: a) alegaciones nutricionales referidas al 
contenido de los alimentos (responden a la pregunta ¿Qué comemos?), por ejemplo las 
de tipo “ricos en un componente” deberán contener al menos la cantidad mínima 
establecida para dicho componente) y b) alegaciones de salud o de propiedades 
saludables (responden a la pregunta ¿Cuáles son los efectos en el organismo?). 
 
Sólo se pueden autorizar a escala comunitaria las declaraciones que puedan 
demostrarse tras haber sido objeto de una evaluación por parte de la Autoridad Europea 
de Seguridad Alimentaria (EFSA) (http://www.efsa.europa.eu/). Los fabricantes de 
productos alimenticios tienen así la posibilidad de utilizar declaraciones pertinentes, 
destacando la posible influencia de un producto en la reducción del riesgo de 
enfermedades, y, si se produce una correcta implementación de las normas, los 
consumidores podrán fiarse de declaraciones claras y verificables. 
 
La importancia de la regulación de las alegaciones de salud de los alimentos es 
fundamental en los desarrollos relacionados con los productos alimenticios, en muchos 
sentidos, dada la actual situación de pujanza, y a la vez de ambigüedad, que rodea las 
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alegaciones que aparecen en los anuncios, etiquetas, etc., relacionadas con la nutrición y 
las propiedades beneficiosas para la salud.  
 
De este nuevo enfoque respecto a las declaraciones sobre las propiedades 
saludables se desprende que las informaciones relativas a los productos alimenticios y a 
su valor nutricional utilizadas en el etiquetado, la comercialización y la publicidad 
deberán ser claras, precisas y pertinentes, además de demostrables. 
 
En su conjunto, cabe destacar que se mantiene el principio básico de la nutrición 
de que no existen “buenos alimentos” y “malos alimentos”, sino más bien “buenas 
dietas” y “malas dietas”. Todos los alimentos pueden incluirse en una dieta alimentaria 
variada a largo plazo. 
 
 
2.  INGREDIENTES LIPÍDICOS CON PROPIEDADES 
FUNCIONALES 
Los lípidos son nutrientes ciertamente indispensables para el equilibrio 
alimentario, puesto que son fundamentales para el organismo, al ayudar e intervenir en 
múltiples funciones metabólicas esenciales, como aporte calórico en la dieta y como 
elementos estructurales en las membranas. No en vano, los lípidos son necesarios para 
el correcto funcionamiento del sistema nervioso, de la piel y del aparato cardiovascular, 
a la vez que intervienen a nivel hormonal. Tampoco debemos olvidarnos que son los 
responsables de transportar las vitaminas liposolubles (A, D, E y K), antioxidantes y 
otros nutrientes. 
A pesar de todo esto, la percepción general que se tiene acerca de los lípidos o 
grasas no es muy favorable, ya que se les relaciona frecuentemente con enfermedades o 
desórdenes crónicos como la obesidad, diabetes, cáncer, y enfermedades 
cardiovasculares. No obstante, aunque hay algo de verdad en esta percepción, hay que 
ser conscientes de que la relación de los lípidos con estas enfermedades  se da en un 
contexto de una dieta poco saludable, por lo general con un exceso de grasas, 
desordenes alimenticios, factores genéticos y otros factores de riesgo (tabaquismo, 
alcoholismo). 
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Desde hace décadas, numerosos estudios han puesto de manifiesto gran cantidad 
de propiedades funcionales o beneficiosas para la salud de un gran número de lípidos 
[19], tales como esteroles vegetales, ésteres de esterol, tocoferoles, fosfolípidos, ácidos 
grasos (omega 3 y 6, oleico, etc.), éteres lipídicos, determinados glicéridos, etc. Esta 
actividad funcional de los lípidos influye en el crecimiento y desarrollo del ser humano, 
especialmente en las etapas de gestación, lactancia e infancia, así como en la prevención 
y tratamiento de algunas patologías crónicas de base inflamatoria, enfermedades 
cardiovasculares, cáncer, enfermedades de naturaleza autoinmune, etc. [19].  
 
2.1. ESTEROLES VEGETALES O FITOESTEROLES 
 
2.1.1. Definición y tipos de esteroles vegetales 
 
Los esteroles vegetales o fitoesteroles (FT) son triterpenos con estructuras 
similares y funciones análogas al colesterol de los vertebrados [20]. Se caracterizan por 
poseer el ciclo perhidrofenantreno, el cual es un núcleo policíclico complejo que puede 
presentar enlaces dobles (insaturados) y ramificaciones. Sin embargo, el colesterol tiene 
8 átomos de carbono  en su cadena lateral, mientras que los FT más comunes tienen 
entre 9 y 10 átomos en dicha cadena, para un total de 28 o 29 átomos de carbono.  
Además esta cadena lateral alquilo puede contener un doble enlace (Figura 1).  
 
Dentro del grupo de los esteroles vegetales encontramos dos categorías o 
subgrupos, los esteroles, con un doble enlace en posición 5, y los estanoles que no 
cuentan con dicho doble enlace, es decir, con una reducción-5α [21] (Figura 1a y b). 
Los esteroles pueden ser convertidos a estanoles por hidrogenación química. Cabe 
destacar que dado que normalmente los estanoles son mucho menos abundantes que los 
esteroles, cuando se habla en términos generales de esteroles vegetales se suele hacer 
referencia a estos últimos. 
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Figura 1. Estructura del colesterol y de los esteroles vegetales más comunes. 
 
En general se cree que estas sustancias actúan como componentes estructurales 
de las membranas vegetales, estabilizando las bicapas de fosfolípidos, a la vez que 
sirven de intermediarios para la biosíntesis de celulosa y numerosos productos vegetales 
secundarios, como los alcaloides, entre otros [22, 23]. 
 
Se han descrito más de 100 tipos diferentes de esteroles vegetales en diferentes 
especies de plantas, siendo el más abundante el sitosterol o β-sitosterol, seguido por el 
campesterol y el estigmasterol [20, 24, 25] (Figura 1a). Otros FT relevantes que se 
pueden encontrar en las plantas en pequeñas cantidades son el brasicasterol, D5-
avenasterol, sitostanol y campestanol [20]. Las dos categorías de esteroles vegetales se 
reflejan en los nombres de los compuestos. Por ejemplo, el sitosterol es 
estructuralmente idéntico al sitostanol, excepto por el doble enlace en posición 5, y lo 
mismo ocurre con el campesterol y el campestanol (Figura 1b). La complejidad de los 
FT se incrementa debido a la asimetría estérica que presentan, ya que la adición de 
grupos alquilo (-CH3) en la cadena lateral resulta en la aparición de estereoisómeros 
(moléculas con iguales proporciones relativas de átomos, pero que tienen distinta 
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orientación espacial), aunque generalmente la isomería no se ha tenido en cuenta en los 
estudios sobre esteroles vegetales. 
 
En la naturaleza, además de en la forma libre, los FT pueden aparecer como 
compuestos “conjugados”, en los cuales el grupo 3β-OH del esterol está esterificado por 
ácidos grasos, ferulato o ácido ferúlico (potente antioxidante semejante a la vitamina E 
y C), o bien glicosilados (Figura 2) [26]. Los ésteres con ácidos grasos están presentes 
en la mayoría de las plantas y constituyen cerca del 50% del total de esteroles en 
algunos alimentos, como el aceite de maíz [26] y representan los productos de 
almacenamiento dentro de la célula [27]; por su parte, los ésteres de ferulato también 
aparecen en cantidades apreciables en muchos alimentos [28], mientras que los esteroles 
vegetales glicosilados son un componente minoritario en los alimentos vegetales, salvo 
algunas excepciones, ya que constituyen el 82% del total de los esteroles vegetales de 
las patatas [29].  
 
 
 
Figura 2. Modificaciones del grupo 3β-hidroxilo de los esteroles vegetales. 
 
 
17 
Capítulo I. Introducción 
Al contrario que los esteroles o estanoles libres, que son cristalinos y muy poco 
liposolubles, las formas esterificadas se disuelven fácilmente en alimentos que 
contengan grasa [30]. Los FT esterificados con ácidos grasos son 10 veces más solubles 
en aceites que los FT libres. El orizanol (fitoesterol esterificado con ácido ferúlico) 
debido al grupo alcohol del ferúlico tiene una cierta polaridad y es solo 2 veces más 
soluble en aceites que los FT, pero se puede disolver más fácilmente en medios acuosos. 
 
 
2.1.2. Fuentes de esteroles vegetales e ingesta 
 
Prácticamente todos los alimentos vegetales contienen cantidades apreciables de 
esteroles vegetales. En la Tabla 1 se muestran los valores del contenido total de FT en 
alimentos representativos [31]. La fuente más concentrada son los aceites vegetales 
vírgenes o no refinados, como los de germen de trigo, maíz, girasol, soja y colza (que 
contienen entre un 0,1% y 0,8%), de tal manera que una persona que consuma al día 30 
g de aceite de maíz estaría ingiriendo alrededor de 300 mg de FT, una cantidad que se 
ha demostrado ya posee alguna eficacia a la hora de reducir la absorción de colesterol 
[28]. Una excepción es el aceite de palma, que es deficiente en esteroles vegetales tras 
el proceso de refinado1 [32]. También se encuentran en legumbres (0,2%) y, en menor 
cantidad, en frutos secos, pan y vegetales. Cabe decir que, con excepción de los 
carbohidratos altamente refinados y los productos animales, casi todos los otros 
alimentos contribuyen de manera apreciable a la ingesta de FT.  
 
 
 
 
 
 
                                                 
1 Es inevitable que durante la desodorización y refinado físico de los aceites a alta temperatura 
se produzcan algunas pérdidas por evaporación de tocoferoles y esteroles. Las pérdidas totales 
del refinado (incluido el pretratamiento) son de aproximadamente el 25-35 por ciento. Muchos 
investigadores proporcionan datos similares para muchos aceites. Las pérdidas tienden a ser 
mayores en el refinado físico que en el alcalino debido a que son más elevadas las 
temperaturas de arrastre. El aceite de palma crudo tiene un bajo contenido de FT, por eso tras 
el refinado es uno de los aceites más deficientes en estos compuestos. 
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Tabla 1. Contenido total de esteroles vegetales en alimentos representativos. Fuente: 
adaptación de [31] 
 
ALIMENTO Fitoesteroles Total (mg/100g)  ALIMENTO 
Fitoesteroles 
Total (mg/100g)  
Aceites y grasas    
   Aceite de germen de trigo  919    Harina de arroz  23 
   Aceite de maíz  909    Corn Flakes  22 
   Aceite de colza  668    Arroz inflado  20 
   Aceite de girasol  411 Frutas  
   Aceite de soja  320    Fruta de la pasión 44 
   Aceite de cacahuete  258    Naranjas  24 
   Aceite de semilla de uva  215    Higos  22 
   Margarina  217 (92-721)    Limones 18 
   Aceite de oliva  154    Pomelos  18 
   Aceite de palma  39    Piñas  17 
Nueces y semillas     Clementinas  16 
   Semillas de sésamo 360    Melocotones 15 
   Semillas de girasol  300    Manzanas  13 
   Pistachos  276    Peras  12 
   Almendras  183    Kiwi  9 
   Avellanas  138    Melones  2 
   Nueces  127    Sandías  1 
   Cacahuetes  104 Hortalizas  
Cereales     Aceitunas negras 50 
   Germen de trigo  344    Coles de Bruselas  43 
   Salvado de trigo  200    Coliflores  40 
   Harina de trigo sarraceno 99    Brócoli  39 
   Pan de trigo integral  86    Aceitunas verdes  35 
   Harina de centeno 86    Setas  18 
   Harina de trigo integral  70    Apio  17 
   Trigo  69    Zanahorias  16 
   Centeno  69    Hinojo  10 
   Galletas  67    Cebollas  8 
   Muesli  63    Puerros  8 
   Pan  44    Pimientos verdes  7 
   Arroz  30    Tomates  5 
   Harina de trigo 28    Patatas hervidas 4 
 
 
 
En las dietas occidentales la ingesta diaria de estas sustancias se estima en unos 
150-400 mg, aproximadamente la misma que la ingesta de colesterol, siendo mayor en 
algunas dietas vegetarianas y en la dieta japonesa, en las cuales puede llegar a 300-500 
mg/día [33, 34] (Tabla 2). 
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Tabla 2. Comparación de los aspectos fisiológicos del colesterol, fitoesteroles y fitoestanoles 
 
 Colesterol Fitoesteroles Fitoestanoles 
Ingesta alimentaria 300-500 mg/día 
150-400 mg/día 
Vegetarianos: más de 
1000 mg/día 
< 10 mg/día 
Fuentes 
Huevos, mantequilla, 
productos lácteos, 
carne 
Aceites vegetales, 
nueces, semillas, granos. 
Aceite de coco, aceite 
de coníferas y algunos 
aceites vegetales 
Síntesis endógena 
Colesterol biliar: 800-
1200 mg/día 
No son sintetizados No son sintetizados 
Tasa de absorción 40-60% < 5% 0,1-2% 
Concentración 
plasmática 
140-320 mg/dl 0,3-1,7 mg/dl 0,3-0,6 mg/dl 
Tasa de excreción 40-60% > 95% >98% 
 
 
Aunque no se han estudiado tanto como los esteroles, los estanoles aparecen 
también, en niveles traza, en muchas especies de plantas y en relativamente altas 
concentraciones sólo en unas pocas especies de cereales, habiéndose sugerido que 
pueden representar cerca del 10% de la ingesta total de FT [35]. Sin embargo, tal como 
se ha comentado con anterioridad, los estanoles son los equivalentes hidrogenados de 
los esteroles, por lo que, además de sus fuentes naturales, pueden obtenerse por 
hidrogenación química de estos últimos. 
 
A nivel industrial, las principales fuentes de FT utilizadas para su incorporación 
en los productos comerciales son los aceites vegetales (sobre todo subproductos de la 
producción de aceite de soja) y la resina líquida o tall oil 2 [36, 37]. Independientemente 
de la fuente, los FT obtenidos se han utilizado en diversas áreas, como la farmacéutica  
(producción de esteroides terapéuticos), en nutrición (como ingredientes 
                                                 
2 Tall oil, también llamada resina líquida o tallol, es un líquido viscoso, de color amarillo-
negro, oloroso, obtenido como subproducto del proceso Kraft de fabricación de pasta de 
madera, principalmente a partir de coníferas. El nombre proviene del término sueco tallolja  
("aceite de pino") y es un subproducto químico importante en la fabricación de papel: 30 a 50 
kg / tonelada de pulpa, lo que puede llegar a contribuir entre el 1.0 - 1,5% de los ingresos de 
las fábricas si no se utiliza internamente. Puede contener hasta un 80% de β-sitosterol y un 
20% de estanoles.  
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hipocolesterimiantes en alimentos funcionales) y en cosmética (cremas, lápiz de labios) 
[25, 38]. 
 
2.1.3. Papel fisiológico del colesterol  
 
El colesterol (Figura 3) es el esterol predominante en animales y desempeña 
importantes funciones en el organismo: es precursor de la vitamina D, de hormonas 
esteroideas y sales biliares. Es también un componente importante de las membranas 
biológicas y forma parte de las lipoproteínas circulantes. El colesterol en nuestro 
organismo es aportado exógenamente (dieta) y es sintetizado en parte endógenamente 
mediante un proceso complejo y costoso energéticamente que permite complementar las 
concentraciones de colesterol procedentes de la dieta. El proceso biosintético del 
colesterol ocurre principalmente en el hígado a partir de acetil coenzima A (acetil-CoA) 
y la etapa limitante de esta vía metabólica es el paso de 3-hidroxi-3-metil-glutaril-CoA 
(HMG-CoA) a mevalonato, reacción catalizada por la HMG-CoA reductasa (Figura 4). 
Las estatinas, compuestos con estructura semejante al mevalonato, son inhibidores 
competitivos de la HMG-CoA reductasa y, por tanto, reducen la síntesis de colesterol 
endógeno; por este motivo se utilizan con éxito para el tratamiento farmacológico de la 
hipercolesterolemia. Estudios recientes han asociado diferentes variantes polimórficas 
del gen de la HMG-CoA reductasa con diferentes respuestas al tratamiento con estatinas 
[39]. 
 
 
OH
CH3
CH3
CH3
CH3
CH3
Cadena lateral 
alquílica
Núcleo esteroide
Cabeza polar
 
Figura 3. Estructura del colesterol 
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Acetil-CoA
GLUCOSA AMINOÁCIDOSÁCIDOS GRASOS
HMG-CoA reductasa
(Punto de regulación)
HMG-CoA
Ácido mevalónico
Mevalonato
25 reacciones
Lipoproteínas
Sales biliares
Membranas
Hormonas esteroideas
Vitamina D
DIETA
COLESTEROL
Estatinas
a  
Figura 4. Proceso biosintético del colesterol y sus principales funciones. 
 
 
Colesterol y aterosclerosis 
 
La enfermedad cardiovascular es la causa principal de morbilidad y mortalidad 
en los países desarrollados y se prevé que continúe siéndolo en las próximas décadas 
[40, 41]. En España, dicha enfermedad representa casi el 40% de las defunciones [42]. 
Las principales manifestaciones son el infarto de miocardio y el infarto cerebral, y 
representan las secuelas clínicas de un proceso vascular sistémico conocido como 
aterosclerosis. 
 
La aterosclerosis es un proceso insidioso que puede persistir muchos años antes 
de que las manifestaciones clínicas sean evidentes. Esto se debe a que los procesos 
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implicados en la aterosclerosis requieren una exposición prolongada a los factores de 
riesgo. En general, son sólo las últimas etapas de la enfermedad las que progresan 
rápidamente y conducen a las manifestaciones clínicas.  
 
Estudios epidemiológicos desarrollados en los últimos 40 años han aportado luz 
sobre la incidencia de la enfermedad cardiovascular en el mundo occidental. Estos 
hallazgos se relacionan con el hecho de que la aterosclerosis es una enfermedad 
asociada al envejecimiento, si bien una aterosclerosis prematura puede precipitarse por 
un número de factores primarios de riesgo, como un exceso de colesterol LDL 
(colesterol en lipoproteínas de baja densidad o Low-Density Lipoprotein), diabetes 
mellitus, hipertensión y hábito de fumar [43]. Otro factor importante de riesgo es una 
historia de aterosclerosis prematura en un familiar de primer grado. Un exceso de 
colesterol LDL es el principal factor de riesgo identificado y el que ha recibido más 
atención, siendo al mismo tiempo la diana para el control del riesgo de enfermedad 
cardiovascular con agentes que disminuyen el colesterol. Otros factores de riesgo 
secundarios incluyen el estrés, la falta de ejercicio, la obesidad, la hipertrigliceridemia, 
etc. Debe señalarse que el término “factor de riesgo” se utiliza deliberadamente en lugar 
de “causa de riesgo”, ya que los estudios epidemiológicos no pueden identificar 
exactamente la naturaleza de las relaciones que se establecen entre diversos factores y la 
génesis del proceso aterosclerótico. 
 
La asociación de los lípidos plasmáticos, y principalmente las concentraciones 
de colesterol, con la enfermedad aterosclerótica fue uno de los primeros 
descubrimientos realizados en este sentido, que posteriormente se ha ido corroborando 
por un gran número de estudios epidemiológicos. En la actualidad se considera que la 
relación entre el colesterol y la aterosclerosis es inequívoca, y las concentraciones de 
colesterol sérico (particularmente las de colesterol LDL) son el principal factor primario 
causante de la enfermedad cardiovascular [44]. La Organización Mundial de la Salud ha 
estimado que los títulos elevados de colesterol causan un 18% de los accidentes 
vasculares cerebrales y un 56% de las cardiopatías isquémicas mundiales [41]. En 
conjunto, esto desencadena alrededor de 4,4 millones de defunciones al año (un 7,9% 
del total). La reducción de las concentraciones circulantes de colesterol, en concreto de 
colesterol LDL, retrasa e incluso revierte la progresión de las placas ateroscleróticas 
[45] y la incidencia de morbilidad y mortalidad por enfermedad cardiovascular [46]. 
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La incidencia de hipercolesterolemia es, en general, elevada. Por ejemplo, en 
Estados Unidos, aproximadamente un 50% de la población con edades comprendidas 
entre los 20 y 74 años tienen concentraciones séricas de colesterol que exceden los 200 
mg/dl [43]. En España, la prevalencia de hipercolesterolemia es también elevada: en 
personas de 35 a 64 años de edad, el 18% (18,6% en los varones y 17,6% en las 
mujeres) tiene una colesterolemia igual o superior a 250 mg/dl y el 57,8% (56,7% en los 
varones y el 58,6% en las mujeres) igual o superior a 200 mg/dl [42]. En las mujeres se 
produce un incremento en la prevalencia de hipercolesterolemia con la edad que no se 
aprecia en los varones [42]. La relación entre las concentraciones séricas de colesterol y 
el riesgo de enfermedad coronaria parece ser lineal, y un incremento del 1% en el 
colesterol sérico se corresponde con un aumento del 2% en el riesgo de dicha 
enfermedad [47]. 
 
El riesgo de enfermedad coronaria puede disminuirse de manera importante con 
una terapia encaminada a descender los títulos de colesterol, terapia que desde los 
últimos 15 años se desarrolla con notable éxito gracias al desarrollo farmacológico de 
inhibidores de la enzima clave en la biosíntesis de colesterol, HMG-CoA reductasa. 
 
Lipoproteínas circulantes y metabolismo del colesterol 
 
Debido a la insolubilidad de los lípidos en medio acuoso, y para facilitar su 
transporte en el plasma sanguíneo, estos se asocian con proteínas y forman unas 
estructuras supramoleculares que se conocen con el nombre de lipoproteínas. Las 
lipoproteínas constan de un núcleo hidrofóbico formado por triacilgliceroles y ésteres de 
colesterol, rodeado de una envoltura organizada en una monocapa y formada por lípidos 
polares (fosfolípidos y colesterol libre) y por proteínas (Figura 5). Las proteínas que 
constituyen las lipoproteínas reciben el nombre de apoproteínas y cumplen una función 
estructural, solubilizando los lípidos, y además regulan la ruta metabólica de las 
diferentes lipoproteínas al servir de cofactores enzimáticos y por interaccionar y ser 
reconocidas por receptores específicos localizados en las membranas celulares. 
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Figura 5.  Estructura general de una lipoproteína 
 
 
Las lipoproteínas pueden separarse según su densidad en cuatro familias 
diferentes [48]: quilomicrones, lipoproteínas de muy baja densidad (VLDL), 
lipoproteínas de baja densidad (LDL) y lipoproteínas de alta densidad (HDL). Las 
lipoproteínas del plasma difieren entre sí respecto a su contenido lipídico y también 
según las apoproteínas que contienen (Tabla 3). 
 
 
Tabla 3. Composición de las principales lipoproteínas del plasma humano [48] 
 
Composición de las principales lipoproteínas del plasma humano 
 Quilomicrones VLDL LDL HDL 
Densidad (g/ml) < 0,95 0,95-1,006 1,006-1,063 1,062-1,21 
Diámetro (nm) > 70 30-90 18-22 5-12 
Lípidos (%) 98 92 78 50 
Triglicéridos (%) 86 55 6 4 
Fosfolípidos (%) 7 18 22 22 
Colesterol libre (%) 2 7 8 4 
Colesterol éster (%) 3 12 42 20 
Proteínas (%) 2 
A-IV, B-48,  
C-II, C-III, E 
8 
B-100, C-I, 
C-II, C-III, E 
22 
B-100 
50 
A-I, A-II, A-IV, 
C-I, C-II, C-III, 
D, E 
 
 
El principal transportador del colesterol en la sangre son las LDL y sus 
concentraciones se han asociado claramente con el desarrollo de la enfermedad 
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cardiovascular [44]. Por otra parte, el colesterol procedente de la dieta es transportado 
desde el intestino hasta el hígado a través de los quilomicrones. A continuación se 
describe brevemente el metabolismo circulante del colesterol (Figura 6) [49].  
 
 
 
Figura 6. Metabolismo del colesterol circulante. 
 
 
2.1.4. Efectos potenciales de los esteroles vegetales sobre el metabolismo del 
colesterol: mecanismos de acción 
 
Hay una gran cantidad de evidencias experimentales que han demostrado que los 
esteroles vegetales tienen un importante efecto hipocolesterolémico, reduciendo tanto 
las concentraciones de colesterol total como las de colesterol LDL [50]. En cuanto al 
mecanismo de acción se han propuesto diferentes posibilidades. Los esteroles vegetales 
afectan a la absorción intestinal de colesterol, a su síntesis, y a los sistemas de 
eliminación [51] (Figura 7). Más adelante serán revisados cada uno de estos puntos de 
manera algo detallada, haciendo primero un breve repaso del proceso de absorción del 
colesterol y los esteroles vegetales  en el intestino.  
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Figura 7. Posibles efectos de los esteroles vegetales en el metabolismo lipídico y 
lipoproteico [51]. 
 
 
Absorción intestinal de colesterol y metabolismo lipoproteico 
 
El colesterol, tanto el procedente de la dieta como el biliar, se absorbe entre un 
35% y un 70% en el intestino. Para la absorción, por un proceso no totalmente 
esclarecido (aunque se piensa que está involucrado el transportador NPC1L1, ver Figura 
9, pág. 31), se forman unas micelas compuestas por mezclas de colesterol libre, mono y 
diacilglicéridos, ácidos grasos, fosfolípidos y sales biliares [52]. Una vez en el 
enterocito, el colesterol libre es esterificado por la acil-coenzima A colesterol acil-
transferasa (ACAT) y es incorporado en los quilomicrones (Figura 6). Éstos pasan a la 
circulación y se convierten en quilomicrones remanentes por acción de la lipoproteína 
lipasa [53], que son captadas por el hígado. En el hígado se originan las lipoproteínas de 
muy baja densidad (VLDL), que pueden convertirse en lipoproteínas de densidad 
intermedia (IDL) y éstas a su vez en lipoproteínas de baja densidad (LDL). Las LDL 
tienen un elevado contenido en colesterol y pueden ser eliminadas de la circulación 
mediante el receptor de LDL (LDLr), siendo ésta la forma en que las células captan el 
colesterol. Es de destacar que el colesterol libre puede ser transportado de nuevo desde 
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el hígado hacia el intestino para su eliminación a través de una serie de transportadores 
de esterol, los ABC (ATP-binding cassette), tales como ABCA1, ABCG5 y ABCG8 
presentes en las células intestinales, y que desempeñan un importante papel en la 
eficacia de absorción neta de colesterol [54]. 
 
Las células regulan estrechamente su concentración de colesterol libre 
intracelular mediante el reflujo mediado por los transportadores ABC, de la captación 
de LDL y de la síntesis endógena de colesterol [55]. 
 
Absorción intestinal de esteroles vegetales 
 
A pesar de que su estructura química es similar, los esteroles vegetales y el 
colesterol difieren marcadamente en lo que respecta a su absorción intestinal. Ambos 
esteroles son transportados al interior del enterocito por el transportador NPC1L1, pero 
a diferencia del colesterol, los FT se absorben poco en el intestino (0,4%-3,5%) y los 
estanoles aún menos (0,02%-0,3%). Una posible explicación a esta baja absorción es 
que la ACAT presenta una baja afinidad por los FT, por lo que, aunque entran en el 
enterocito, resultan poco esterificados, y a los quilomicrones tan sólo se incorporan los 
esteroles y estanoles esterificados [56]. También se ha sugerido que la tasa de absorción 
de esteroles vegetales podría verse influida por la longitud de la cadena lateral y, en el 
caso de los esteroles, por la presencia del doble enlace en posición 5 [57]. A una menor 
absorción de los estanoles podría contribuir su menor concentración en la que aparecen 
en las plantas, ya que la concentración de esteroles es unas 10 a 30 veces mayor que las 
de estanoles [56]. 
 
Un factor que puede afectar a la menor tasa de absorción de los FT, en 
comparación con el colesterol, es el funcionamiento de unos transportadores que 
permiten el reflujo de esteroles del intestino, los transportadores ABC (ABCG5/8). 
Estos transportadores intestinales eliminan colesterol y sitosterol para evitar su 
absorción y acumulación, aunque su funcionamiento es mucho más eficaz en el caso del 
sitosterol, devolviendo gran parte de este esterol presente en el enterocito de nuevo al 
intestino para su eliminación [58]. 
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De hecho, las mutaciones y determinados polimorfismos en genes que codifican 
para los transportadores ABCG5 o ABCG8 pueden desencadenar la aparición de 
fitosterolemia [59]. La fitosterolemia o sitosterolemia es una rara enfermedad 
hereditaria recesiva caracterizada por la absorción de cantidades masivas de esteroles 
vegetales [60] y una baja excreción de los mismos, lo que resulta en una acumulación de 
estos compuestos en plasma y tejidos. Se caracteriza por la aparición de xantomas 
tendinosos, enfermedad coronaria prematura (sobre todo en los jóvenes),  episodios 
hemolíticos, artritis y artralgias [61]. Estudios con pacientes sitosterolemicos han 
demostrado que la absorción de FT aumenta entre  3 y 4 veces [62]. Los pacientes con 
sitosterolemia tienen mutaciones en ABCG5 y ABCG8 (que se expresan en el intestino 
y el hígado), lo que repercute en un reducido transporte de FT de los enterocitos a la luz 
intestinal y reduce la secreción de estos compuestos en la bilis [59]. Los niveles 
plasmáticos de los FT en estos pacientes son de 7% al 16% de la concentración de 
colesterol total en plasma.  
 
Efectos de los esteroles vegetales sobre la absorción intestinal de colesterol 
 
El efecto más estudiado de los esteroles vegetales es su inhibición de la 
absorción intestinal de colesterol, tanto procedente de la dieta (unos 300 mg/día) como 
colesterol endógeno recirculante procedente de la bilis (unos 1000 mg/día), que puede 
ser parcialmente reabsorbido en el intestino siendo, de hecho, la principal forma de 
recaptación [55]. Los esteroles vegetales, al ser más hidrofóbicos que el colesterol, 
pueden desplazarlo de las micelas de absorción, habiéndose demostrado, tanto in vivo 
como in vitro, que de esta manera se produce una disminución, por competición, de la 
incorporación del colesterol en las micelas [51, 63], y, en consecuencia, disminuye su 
absorción intestinal. A dosis máximas de esteroles vegetales la absorción de colesterol 
disminuye de un 30% a 50% [64].  
 
Durante años se ha sugerido que el colesterol en el intestino, que ya de por sí es 
poco soluble, co-cristaliza y es precipitado en presencia de esteroles vegetales, siendo 
por tanto no absorbible o menos absorbible [65], aunque un estudio reciente ha 
demostrado que es poco probable que la formación de estos cristales poco solubles 
afecten a la absorción del colesterol [66]. 
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Efectos de los esteroles vegetales sobre el metabolismo lipídico y lipoproteico 
 
Además de estos mecanismos de competición, los importantes avances en el 
conocimiento de la absorción del colesterol han aportado posibles dianas moleculares 
para los FT, sugiriendo que podrían regular las proteínas implicadas en el metabolismo 
del colesterol, tanto en enterocitos como en hepatocitos. Esta regulación estaría mediada 
por los receptores nucleares X del hígado (LXR). El descubrimiento de los ligandos 
endógenos de LXR ha establecido la importancia de estos receptores nucleares en el 
metabolismo hepático de colesterol (Figura 8).  
           
Figura 8. Catabolismo hepático del colesterol.  
BSEP: bomba exportadora de sales biliares (bile salt export pump). 
 
 
 
El reciente descubrimiento de la implicación de los transportadores ABC en la 
absorción del colesterol ha permitido explorar aún más el mecanismo 
hipocolesterolémico de los esteroles vegetales. Algunos estudios hallaron que las 
mezclas de micelas enriquecidas con sitostanol o con colesterol más sitostanol eran 
potentes inductores de la expresión del transportador ABCA1 y ABCG5/G8 en las 
células caco-2, un modelo aceptado para el estudio de aspectos del metabolismo 
intestinal humano. Basándose en estos resultados, los autores parten de la hipótesis que 
los estanoles (y posiblemente los esteroles) podrían ser potentes agonistas de los LXR, 
los cuales aumentarían la transcripción (y por tanto los niveles) de estos transportadores 
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ABC, aumentando la excreción de colesterol [58, 67-69] (Figura 9). Sin embargo, otros 
estudios con ratones ABCA1 y ABCG5/G8-deficientes sugieren que la reducción 
intestinal del colesterol por parte de los FT es independiente de estos transportadores 
ABC [70-72]. 
 
Varios estudios han propuestos otros mecanismos moleculares independientes de 
los LXR por los cuales los esteroles vegetales podrían afectar al metabolismo del 
colesterol (Figura 9). Estos incluyen: 
 
 La reducción de la tasa de esterificación del colesterol en el enterocito  
(afectando a la actividad de la ACAT) [73, 74] y, consecuentemente, de 
esta forma se reduciría la cantidad de colesterol exportado a la sangre en 
forma de quilomicrones.  
 La reducción de la absorción de colesterol por la inhibición del 
transportador NPC1L1 intestinal [75, 76]. 
 La reducción de la síntesis de novo de colesterol por inhibición de la 
HMG-CoA reductasa y la C-24-reductasa [77-80]. 
 La eliminación del contenido de apoB100 de las lipoproteínas (lo que 
afecta a la interacción con los LDLr) [81]. 
 
ACAT
Colesterol 
+ FT
CE
Célula intestinal
NPC1L1
Lúmen intestinal
ABC
(+)
FT
Colesterol
(-)
Micela
mixta
EXCRECCIÓN 
por deposiciones
Colesterol
FT
(-)
 
Figura 9. Esquema de algunos de los sitios de acción de fitoesteroles/fitoestanoles (FT).      
1.- Los FT pueden desplazar el colesterol de las micelas. 2.- El transportador NPC1L1 es 
de crucial importancia para el proceso de asimilación de colesterol y FT 
(aproximadamente el 50% del colesterol de la dieta se absorbe en el intestino delgado. En 
cambio, sólo se absorben pequeñas cantidades de FT). 3.- Después de  la captación por el 
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enterocito, los esteroles son principalmente esterificados con ácidos grasos para formar 
ésteres de colesterol (CE), una reacción catalizada por ACAT. Posteriormente, los ésteres 
de colesterol pueden ser secretados a la linfa tras ser empaquetados en quilomicrones que 
contienen apoB48, llegando, finalmente, al hígado. 4.- Los esteroles no esterificados se 
excretan de vuelta al lumen intestinal por el heterodímero ABCG5/G8.  
 
Sin embargo, el impacto del consumo de FT sobre estos procesos fisiológicos in 
vivo no está del todo claro, por eso, en la actualidad, se continúan estudiando estos y 
otros mecanismos adicionales que expliquen el efecto reductor de las concentraciones 
sanguíneas de colesterol por parte de los esteroles de la dieta. 
 
Lo que si está claro es que la inhibición de la absorción de colesterol produce 
una relativa deficiencia de colesterol, en respuesta a la cual se produce un incremento en 
la síntesis endógena que no llega a compensar el descenso de colesterol producido al 
inhibirse su absorción. Lo mismo ocurre con la síntesis del receptor de las LDL de la 
circulación, que también aumenta [82, 83]. Este hecho incrementa la eliminación de las 
LDL y también de las IDL de la circulación, y dado que éstas son las precursoras de las 
LDL, de esta manera desciende además su producción [84], sin verse afectadas las 
concentraciones de triglicéridos ni de colesterol HDL [37, 85]. Tras la ingestión de 
esteroles vegetales disminuyen, por tanto, las concentraciones de colesterol LDL, pero 
también las de colesterol total debido a la menor absorción y pese al incremento 
compensatorio en su síntesis [86, 87], incluso en individuos que ya ingieren bajas 
cantidades de colesterol en la dieta [88]. Este efecto se observa tanto con esteroles 
vegetales libres como esterificados [89]. 
 
Al usar esteroles vegetales solubilizados de manera correcta, y dependiendo de 
la matriz en que se encuentran, las concentraciones de colesterol LDL descienden de 
manera coherente en los estudios clínicos. Por ejemplo, una ingesta diaria de esteroles 
vegetales esterificados de 2–3 g produce la menor tasa de absorción de colesterol (pese 
a una mayor tasa de síntesis endógena) y la expresión más elevada del receptor LDL, lo 
cual da como resultado, en conjunto, un descenso del colesterol LDL de entre un 8 – 
15% [25, 37], mientras que dosis mayores no se asocian a un efecto superior [21, 25] 
(Figura 10). Es interesante destacar que el efecto reductor de las LDL es el mismo tanto 
si se ingiere una determinada cantidad de esteroles vegetales dos a tres veces al día 
como si se ingiere de una sola vez [90].  
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Figura 10. Reducción de las concentraciones de colesterol LDL respecto a la ingesta diaria 
de esteroles vegetales esterificados [21]. 
 
Siguiendo con el metabolismo lipídico, el colesterol se excreta de nuestro 
organismo principalmente como colesterol no esterificado en la bilis. Hasta el momento 
los datos en cuanto al efecto de los FT sobre el metabolismo biliar no son concluyentes, 
aunque algunos estudios sugieren que producen un incremento en la excreción de ácidos 
biliares [51]. 
 
Efectos de los esteroles vegetales sobre la lesión aterosclerótica y la disfunción 
endotelial 
 
Las concentraciones elevadas de colesterol LDL son un conocido factor de 
riesgo para el desarrollo de aterosclerosis [91], por lo que el descenso en ellas que 
produce la ingesta de esteroles vegetales podría asociarse a una disminución en el riesgo 
de padecer dicha enfermedad. En roedores sí que se ha observado un descenso en la 
formación de la placa aterosclerótica tras la ingestión de FT en la dieta [92, 93]. Pero, si 
bien se ha observado una reducción en la progresión de la lesión aterosclerótica, no 
existen estudios concluyentes sobre un posible efecto en la regresión de dicha lesión. 
 
Respecto al posible uso de esteroles vegetales para prevenir la enfermedad 
cardiovascular resulta interesante la posibilidad de combinar la ingesta de FT con una 
terapia química con estatinas, ya que estaríamos combinando el efecto de ambos: los FT 
33 
Capítulo I. Introducción 
disminuyendo la absorción e incrementando la eliminación de colesterol y las estatinas 
reduciendo la biosíntesis de colesterol [94]. 
 
Estudios in vitro sugieren que los esteroles vegetales podrían afectar a la 
formación de la placa aterosclerótica por otros mecanismos. Así, se ha observado un 
retraso en el crecimiento y la proliferación de las células musculares lisas (que es 
importante en los primeros estadios de formación de la placa) en presencia de sitosterol 
y campesterol [95]. 
 
La disfunción endotelial es un trastorno sistémico y una variable clave en la 
patogénesis de la aterosclerosis y sus complicaciones [96]. Un estudio reciente evaluó si 
el consumo de FT podía mejorar la salud arterial. El consumo de FT redujo en un 9% el 
colesterol LDL en comparación con el grupo control, sin embargo, no hubo ningún 
efecto sobre la elasticidad arterial y la función endotelial. Aunque, en un estudio con 
200 pacientes con calcificación de la arteria carótida (CAC) y  baja vasodilatación del 
endotelio dependiente de flujo arterial, el grupo con la dieta suplementada con FT 
mejoró en comparación con los controles [97]. Estos resultados apoyan la necesitan de 
más estudios para comprobar si FT puede inducir cambios clínicamente significativos 
en pacientes con disfunción endotelial. 
 
2.1.5. Formulación o modos de administración de esteroles vegetales 
 
Habida cuenta de los beneficios de los esteroles vegetales, y dado que no están 
presentes en cantidad suficiente en la dieta típica, los FT tienen que ser administrados 
como un suplemento, con una formulación adecuada. Dada la naturaleza hidrofóbica de 
los FT libres, son poco solubles en el tracto digestivo y su administración está lejos de 
ser sencilla, dado que son prácticamente insolubles en agua y ligeramente solubles en 
aceites comestibles [98, 99]. El principal avance en este ámbito se produce con el 
descubrimiento de que la esterificación de esteroles con ácidos grasos (ésteres de 
esterol) se puede formular fácilmente en los alimentos y por lo tanto pueden ser útiles 
en los alimentos funcionales. El uso de estos derivados de esteroles solubles en grasa ha 
permitido un aumento significativo en la eficacia de estos compuestos, en comparación 
con los planteamientos iniciales de la administración de FT en forma de cristal, lo cual 
requiere cantidades relativamente grandes para lograr un efecto significativo [25, 37]. 
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Se necesitan entre 10-20 gramos por día de FT cristalinos para lograr una reducción de 
colesterol sérico de aproximadamente un 10%, efecto que se logra con 2-3 g diarios de 
ésteres de esterol [99]. Por lo tanto, actualmente la incorporación de ésteres de esterol 
en la fracción grasa de los alimentos es la principal fórmula elegida [99-101], aunque 
también se están aplicando a otros alimentos de bajo contenido graso. 
 
Sin embargo, hay evidencias que demuestren que si los FT libres se administran 
en una forma que permita una entrega eficiente dentro de las micelas en el intestino 
delgado, estos serán más eficaces inhibiendo la absorción de colesterol que sus 
equivalentes esterificados [99, 102-104]. 
 
Además de en forma de esteres de esterol [105], se han desarrollo muchas otras 
formulaciones eficaces para incorporar FT libres en alimentos, nutracéuticos y 
productos farmacéuticos [98, 99]. Estas formulaciones incluyen emulsiones ricas en FT 
[20, 64, 99, 106, 107], triglicéridos recristalizados con FT no esterificados [108] y la 
formación de micropartículas de FT [109]. Este último también se puede combinar con 
la incorporación de estas micropartículas en una emulsión [98]. Otros métodos incluyen 
la disolución homogénea, basada en mezclar FT fundidos con aceites o grasas [104], la 
formulación de liposomas [110] y formulaciones que combinan policosanoles y ésteres 
de fitosterol con ácido ascórbico [111].  
 
2.1.6. Alimentos enriquecidos con esteroles vegetales 
 
La eficacia de los FT en la reducción del colesterol se ha probado, 
predominantemente, mediante su incorporación a cualquiera de las grasas para untar 
[112]. Tanto  esteroles como estanoles vegetales se han integrado en leche desnatada y 
yogur, productos de panadería, zumo de naranja, barras de cereal, bebidas bajas en 
grasa, chocolate, etc. El impacto de la composición en FT de los distintos alimentos 
sobre el efecto hipocolesterolémico aún no ha sido completamente aclarado debido a la 
gran variabilidad de los datos de los ensayos clínicos realizados con el mismo tipo de 
alimento. Abumweis y col. [82] clasificaron 59 estudios en cuatro grupos de acuerdo 
con el contenido en grasa y las propiedades físicas de diferentes alimentos utilizados 
para la administración de FT: grasas para untar, mayonesa y salsas para ensaladas, leche 
y yogur y otros (incluido el chocolate, barras de cereales, bebidas, zumos, carnes y 
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productos para horno). La incorporación en los grupos mayonesa/salsas para ensaladas y 
leche/yogur se asoció con una mayor eficacia en la reducción del colesterol LDL en 
comparación con la incorporación a otros alimentos, lo que indica el importante papel 
de la matriz del alimento en el efecto reductor de colesterol. En particular, se ha 
demostrado que los ésteres de estanol vegetales con leche desnatada son casi tres veces 
más eficaces que con pan y cereales para el desayuno [113]. 
 
2.1.7. Otros efectos biológicos de los esteroles vegetales 
 
Además de las acciones sobre el metabolismo lipídico y lipoproteico, los 
esteroles vegetales afectan a otros procesos metabólicos. En los últimos 15 años han 
surgido numerosos estudios que han asociado el consumo de estos compuestos con otras 
propiedades biológicas beneficiosas, tales como actividad anti-inflamatoria, antipirética, 
efectos sobre el cáncer, sobre las propiedades de membrana y sobre el sistema 
inmunitario. La mayoría de estos estudios son preliminares y se precisa de estudios 
controlados para confirmar estas propiedades. 
 
Efectos sobre el cáncer 
En los últimos años existe un gran interés por el posible papel de los esteroles 
vegetales en el cáncer, ya que estudios epidemiológicos y experimentales sugieren que 
podrían ofrecer una protección frente a los tipos más comunes de las sociedades 
occidentales, como el de colon, mama y próstata [51, 114, 115]. Este efecto protector se 
basaría en una serie de mecanismos que incluyen efectos sobre la estructura y función 
de la membrana en las células tumorales y del huésped, vías de transducción de señales 
que regulan el crecimiento del tumor y apoptosis, función inmunitaria del huésped, y 
metabolismo del colesterol en el huésped [114]. Por ejemplo, se ha observado in vivo en 
roedores que los FT tienen una acción  protectora frente a agentes cancerígenos 
químicos, retrasando la formación de tumores en el colon [116], e in vitro pueden 
inhibir el crecimiento de células humanas cancerígenas [117], así como de colonocitos 
transformados de roedores [118, 119]. Pero también hay datos diferentes, como un 
estudio prospectivo de cohortes en humanos que no indicó relación alguna entre la 
ingesta de esteroles vegetales y un menor riesgo de padecer cáncer de colon [51, 120]. 
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Por otra parte, la hiperplasia prostática (que es benigna y no conduce a cáncer de 
próstata) se trata clínicamente en Europa con productos que contienen sitosterol [121], 
ya que, aunque no se observa ninguna reducción relevante en el volumen prostático, 
existen algunas evidencias experimentales que muestran una mejora sintomática (como 
un aumento en el flujo urinario y un menor volumen urinario residual) en pacientes 
tratados [121-123]. Estos resultados son destacables, ya que la cantidad de sitosterol que 
se suministra como suplemento en estos estudios es muy baja (unos 60 mg/día) respecto 
a la ingesta diaria normal de sitosterol en las dietas occidentales (unos 160-200 mg) 
[51]. 
 
Efectos sobre las propiedades de membrana 
El hecho de que los esteroles vegetales sean incorporados a las membranas 
celulares [124, 125] hace pensar que puedan afectar a sus propiedades. Aunque hay 
datos que no indican ningún efecto del sitosterol sobre la fluidez de la membrana de 
queratocitos humanos [126], se ha demostrado un efecto deletéreo en las membranas de 
los glóbulos rojos de ratas hipertensas debido a un incremento en la incorporación de 
FT [125]. Este hecho se asoció a una menor esperanza de vida en estos animales, 
probablemente porque los esteroles reemplazaron al colesterol en las membranas de los 
eritrocitos, con lo cual serían menos deformables y más frágiles [125]. Es difícil 
predecir hasta qué punto los resultados de los FT sobre la deformación de los glóbulos 
rojos de rata puede extrapolarse a los humanos [51]. 
 
Efectos sobre el sistema inmunitario y la respuesta inflamatoria 
Los efectos de los esteroles vegetales sobre la función inmunitaria no se han 
estudiado con detalle, pero algunas evidencias en humanos sugieren que podrían tener 
un efecto positivo sobre la respuesta inflamatoria y sobre el estado inmunológico en 
general [127]. 
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2.1.8. Seguridad y eficacia de los esteroles vegetales  
Estudios toxicológicos  
El primer preparado comercial de FT para reducir el colesterol fue presentado 
por la compañía Eli Lilly (Indianápolis, IN) en la década de 1950. El preparado contenía 
inicialmente cerca de un 65% de sitosterol, pero más tarde los preparados contenían 
hasta un 90% de sitosterol [128]. En esa misma década, Shirley y col. llevaron a cabo 
un estudio de seguridad muy completo sobre los esteroles de soja y el b-sitosterol [129]. 
Durante dos años, ratas, conejos y perros fueron alimentados con cantidades 
relativamente grandes de FT. Las ratas fueron alimentadas con un 5% de FT, los 
conejos con un 4%, y los perros recibieron de 0,5 a 1,0 g / kg / día. Estos autores no 
detectaron efectos significativos sobre el crecimiento, las proteínas del suero, el 
nitrógeno ureico en sangre, o el aspecto microscópico de cualquier órgano o tejido. 
  
             Desde 1999 Hepburn y col. [130] están llevando a cabo una evaluación 
continua de la seguridad de los ésteres de fitoesterol y sus formas oxidadas. Hasta la 
fecha no han encontrado evidencia de toxicidad o de genotoxicidad. En este primer 
estudio, las ratas (n = 20 por grupo, machos y hembras) fueron alimentados con mezclas 
de ésteres de fitoesterol a niveles de 0,1, 1,0, 2,0, y 5,0 (peso / peso) durante 90 días. 
Los principales componentes de la dieta de FT fueron b-sitosterol (48,7%), campesterol 
(25,8%), y estigmasterol (26,7%). Se midieron veintiún parámetros clínicos sanguíneos 
y se compararon los pesos de una serie de tejidos. Los resultados fueron la ausencia de 
cambios relacionados con el tratamiento [131-138]. Un estudio sobre la reproducción no 
encontró efectos adversos de los ésteres de fitoesterol administrados por vía oral en 2 
generaciones sucesivas de ratas Wistar [138]. No se observaron indicios de efectos 
estrogénicos, ni hubo cambios en los niveles de hormonas reproductivas en mujeres 
voluntarias. Los ésteres de fitoesterol de la dieta tampoco  tuvieron efectos sobre las 
enzimas bacterianas fecales o los ácidos grasos de cadena corta en las heces de 
voluntarios humanos [136]. 
  
            Cabe destacar que los resultados de los estudios toxicológicos con ésteres de 
fitoestanol reflejan lo mismo que se observa con ésteres de fitoesterol. Los ésteres de 
fitoestanol no mostraron actividad genotóxica en los ensayos de mutación génica in 
vitro utilizando células de mamíferos o bacterias [139, 140], ni ejercieron efectos 
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adversos sobre la reproducción y el desarrollo en ratas hembra [141, 142].Todas las 
pruebas toxicológicas de rutina dieron resultados negativos en ratas, tanto para 
fitoesteroles como fitostanoles, lo cual confirmó los resultados de un estudio anterior de 
Malini y Vanithakumari [143]. 
Ingesta máxima 
Según la información clínica detallada de un estudio de de Jong y col. en 
humanos [144] la ingesta diaria de FT debería limitarse a menos de 8,6 g/día. Sin 
embargo, como los consumidores cada vez están más expuestos a una gran variedad de 
productos alimenticios enriquecidos con FT la probabilidad de efectos adversos puede 
aumentar un poco y se hace necesaria una vigilancia a medio-largo plazo [144, 145]. 
Aun así, como se ha expuesto anteriormente, los FT han sido considerados seguros y 
eficaces para ser utilizados como ingredientes funcionales para reducir las 
concentraciones de colesterol en la sangre. 
Biodisponibilidad de carotenoides y vitaminas liposolubles ante un consumo excesivo 
de esteroles vegetales en la dieta  
Los carotenoides (α/β-caroteno, licopeno, zeaxantina, luteína, etc.) son 
pigmentos orgánicos presentes en plantas y otros organismos fotosintéticos. Pertenecen 
a la familia de los terpenos y presentan actividad antioxidante y pro-vitamina A. Al ser  
solubles en grasa forman parte de las micelas mixtas durante la digestión y circulan por 
el torrente sanguíneo asociados a las LDL. Como los FT reducen la solubilidad del 
colesterol al desplazarlo de las micelas mixtas, otros compuestos liposolubles (como 
estos nutrientes antioxidantes liposolubles) también pueden ser desplazados. Varios 
estudios han demostrado que los FT disminuyen las concentraciones en sangre de β-
caroteno en un 25%, de α-caroteno en un 10%, y de la vitamina E en un 8% [85, 100, 
146-148]. En los estudios, los cambios en las concentraciones en sangre de estos 
antioxidantes se deben ajustar a la concentración total de colesterol LDL (ya que estos 
antioxidantes forman parte de estas lipoproteínas, protegiéndolas de la oxidación), 
teniendo en cuenta la reducción del colesterol LDL debida a los FT. Al realizar este 
ajuste, las concentraciones de vitamina E se mantuvieron sin cambios, pero las de β-
caroteno se redujeron entre un 8% y un 19% [149]. Por el contrario, en otro estudio de 
Hallikainen y Uusitupa [150] al ajustar los niveles totales de colesterol y de beta 
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caroteno observaron que los cambios no eran significativos y los niveles de 
carotenoides eran similares a los de los controles. Otros autores [85, 88, 90, 151, 152] 
tampoco han observado que los fitoesteroles y  fitoestanoles de margarinas enriquecidas 
tuvieran ningún efecto sobre los carotenoides y vitaminas liposolubles (vitamina D, 
vitamina A y la vitamina K) del plasma. Cabe destacar, que el consumo de alimentos 
ricos en carotenos, como las frutas y verduras, pueden contrarrestar este efecto 
secundario [149, 153].  
 
Por último, un trabajo de Katan y col. [154] resume los datos de varios estudios 
y concluye que las reducciones en los niveles de α-tocoferol y β-caroteno observadas en 
el plasma están en el orden del 10% al 25%, lo que en su opinión está dentro de la  
interindividualidad y/o las variaciones estacionales. Además, al no haber datos sobre 
cuales son los niveles óptimos de carotenoides en el plasma, el efecto negativo de esta 
reducción es, si cabe, más relativo. 
 
El mecanismo que subyace a estos efectos no se conoce completamente, aunque 
los FT pueden reducir la incorporación de estos compuestos en las micelas mixtas 
[155].  
 
2.2. TOCOFEROLES 
 
2.2.1.  Definición, tipos y fuentes 
 
Los tocoferoles (o vitamina E) son micronutrientes esenciales liposolubles 
presentes en los aceites vegetales en cuatro formas (isómeros α, β, γ y δ). Los cuatro 
isómeros de los tocoferoles  (Figura 11) y sus respectivos isómeros de tocotrienoles 
(presentan tres dobles enlaces) (α, β, γ, δ) (Figura 12) son reconocidos por su eficiente 
efecto inhibitorio de los procesos de oxidación de lípidos en alimentos y en sistemas 
biológicos [156]. El α-tocoferol ha sido el más estudiado, demostrando tener una mayor 
biodisponibilidad y actividad antioxidante en humanos que el resto de isómeros [157]. 
Los tocoferoles se encuentran en semillas oleaginosas, hojas y otras partes verdes 
de plantas. El alfa-tocoferol se encuentra principalmente en los cloroplastos de las 
células vegetales, mientras que sus homólogos beta-, gamma- y delta- se encuentran 
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fuera de estos orgánulos. Por su parte, los tocotrienoles se encuentran en la corteza y en 
el germen de algunas semillas y cereales. En general, se pueden encontrar niveles altos 
de vitamina E en los siguientes alimentos [158]: espárragos, aguacate, huevo, leche, 
frutos de cáscara (como almendras o avellanas), semillas, espinacas y otras hortalizas de 
hoja verde (2 mg - 13% CDR), aceites vegetales sin calentar, germen de trigo y 
alimentos integrales . 
Se obtienen industrialmente como un subproducto del refinado de aceites de 
germen de trigo, arroz, maíz o soja o por síntesis química [159].  Puesto que la vitamina 
E y sus homólogos, los tocoferoles y los tocotrienoles, son sintetizados solo en plantas, 
estos compuestos constituyen micronutrientes esenciales muy importantes en la dieta 
del hombre, recomendándose una ingestión diaria de 15 mg al día [160].  
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Figura 11. Tocoferoles 
α -tocoferol: R1 = CH3 R2 = CH3; β -tocoferol: R1 = CH3 R2 = H; 
γ -tocoferol: R1 = H R2 = CH3; δ -tocoferol: R1= H R2= H 
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Figura 12. Tocotrienoles. 
α -tocotrienol: R1 = CH3 R2 = CH3; β -tocotrienol: R1 = CH3 R2 = H; 
γ -tocotrienol: R1 = H R2 = CH3; δ -tocotrienol: R1= H R2= H 
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2.2.2.  Propiedades beneficiosas y efectos sobre  la salud 
La actividad antioxidante de los tocoferoles y de los tocotrienoles es debido 
principalmente a su habilidad para donar sus hidrógenos fenólicos a los radicales libres, 
deteniendo, por ejemplo, la producción de especies reactivas de oxígeno en la oxidación 
lipídica. El orden de esta actividad autooxidativa relativa de los tocoferoles es el 
siguiente: alpha > beta > gamma > delta [161]. El antioxidante primario natural por 
excelencia es el α-tocoferol, cuyo sitio activo es el hidrógeno situado en la posición 6 
(OH), el cual debe estar libre, no esterificado, para poder ejercer su función 
antioxidante. Su eficacia en membranas y en las LDL disminuye a medida que el radical 
se encuentra más hacia el interior de éstas, ya que, pese a ser liposoluble, el hidrógeno 
activo del α-tocoferol debe quedar situado en la interfase lípido-agua [162]. Hasta el 
momento se desconoce si los diferentes homólogos pueden actuar frente a la oxidación 
por otras vías a parte de la neutralización radicalaria [163]. Sin embargo, ciertos 
estudios in vitro han encontrado un efecto prooxidante del tocoferol, efecto que no 
tendría lugar in vivo gracias a su regeneración por el ubiquitol-10 o el ácido ascórbico 
[162].  
Por otro lado, estudios recientes sugieren que la función principal de la vitamina E 
es actuar como molécula de señalización y que su papel en el metabolismo antioxidante 
es poco significativo [164, 165]. 
Diversos estudios confirman los beneficios para la salud que puede suponer la 
incorporación de tocoferoles en la dieta, por ejemplo, en la prevención de enfermedades 
cardiovasculares [166, 167] y de cáncer [168]. Por otro lado, contribuyen de forma 
importante en la conservación de los propios alimentos y en la estabilidad de los aceites 
debido a su acción como defensa primaria de la peroxidación lipídica. 
 
Además, se han hecho estudios que relacionan los tocoferoles como parte del 
tratamiento de la enfermedad de alzheimer [169] y otras enfermedades 
neurodegenerativas y vasculares [170]. Aunque son necesarios más estudios clínicos, 
los resultados recomiendan aumentar el consumo de frutas y verduras ricas en 
antioxidantes naturales en la dieta. 
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Los tocotrienoles han sido menos estudiados, pero parecen tener un efecto 
protector frente a la enfermedad cardiovascular [171] e inhibir el crecimiento de las 
células cancerosas en las glándulas mamarias [172], efecto que no exhiben los 
tocoferoles. Los resultados obtenidos de recientes investigaciones parecen indicar que 
las funciones biológicas de tocoferoles y tocotrienoles no parecen estar relacionadas 
entre si [173].  
 
2.3. ÁCIDOS GRASOS BIOACTIVOS O FUNCIONALES 
 
Dentro de los lípidos, hay ciertos ácidos grasos que por sus importantes 
funciones fisiológicas beneficiosas, tienen el potencial para ser utilizados como 
ingredientes funcionales, ya que su consumo ha demostrado tener una relación positiva 
con la salud  [174-180]. Este apartado se centrará principalmente en los ácidos grasos 
funcionales presentes en la grasa láctea: ácido linoleico conjugado (CLA), ácido 
vaccénico y ácidos grasos de cadena corta y media (C:2-C:12), entre los que cabe 
destacar el ácido butírico. 
 
Los ácidos grasos (AG) son compuestos orgánicos que poseen un grupo 
funcional carboxilo y una cadena hidrocarbonada larga (son ácidos alifáticos 
monocarboxílicos) que actúan como bloques de construcción de los lípidos. Se 
diferencian en la longitud de la cadena, pudiendo tener entre 4 y 36 átomos de carbono. 
La mayoría de los ácidos grasos naturales tienen un número par de átomos de carbono 
que oscila entre 12 y 24, siendo especialmente abundantes los de 16 y 18. Estos pueden 
ser saturados, que no poseen dobles enlaces, o monoinsaturados o poliinsaturados, 
dependiendo del número de dobles enlaces. 
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Figura 13. Estructura química de los ácidos grasos de cadena larga (AGCL) 
biológicamente más importantes en nutrición humana 
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Aunque existen varios sistemas de nomenclatura, los ácidos grasos se suelen 
expresar por sus nombres comunes clínicos o dietéticos, por ejemplo, "el ácido oleico". 
En la nomenclatura Δ-x (o delta-x), cada doble enlace se indica por Δx donde el doble 
enlace está localizado en el x-ésimo enlace carbono-carbono contando desde el ácido 
carboxílico terminal. Cada doble enlace está precedido por el prefijo cis- o trans-, que 
indican la conformación de los sustituyentes en la molécula (Tabla 4) (Figura 14). La 
mayoría de los ácidos grasos insaturados que existen en la naturaleza presentan 
configuración cis.  
 
En la nomenclatura n-x (también ω-x u omega-x) la posición que ocupan los 
dobles enlaces se indica con respecto al último carbono de la cadena (el extremo metilo 
CH3–), o sea, el carbono ω; de ahí derivan las denominaciones de ω-3, ω-6, etc. Esta 
nomenclatura es un modo de abreviar la categorización de los ácidos grasos y sus 
propiedades fisiológicas. 
 
Un ácido graso ω-3 será el que tenga su primer doble enlace entre los carbonos 3 
y 4, y un ácido graso ω-6 tendrá el primer doble enlace entre los carbonos 6 y 7, siempre 
a contar desde el extremo CH3–. Por ejemplo, el α-linolénico se clasifica como n-3 u 
omega-3, por lo que comparte características con otros compuestos de este tipo (Figura 
15).  
 
Tabla 4. Diagrama de la estructura molecular de distintos ácidos grasos 
 
Ácidos grasos saturados Ácido graso Cis-insaturado Ácido graso Trans-insaturado
 
Átomos de carbono saturados 
(cada uno con 2 hidrógenos) 
unidos por un solo enlace. 
Átomos de carbono insaturados 
(cada uno con 1 hidrógeno) 
unidos por enlace doble. 
Configuración cis 
Átomos de carbono insaturados 
(cada uno con 1 hidrógeno) 
unidos por enlace doble. 
Configuración trans 
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Figura 14. Ácido oleico trans (A) (llamado ácido elaídico) y cis (B).  
 
 
Para el ácido linoleico, un ácido graso poliinsaturado de 18 átomos de carbono 
con dos dobles enlaces, la estructura exacta viene dada por el nombre sistemático cis-9, 
cis-12-octadecadienoico, y por la abreviatura 18:2 cis, cis Δ9, Δ12 [181].  
 
 
 
 
Figura 15. Ácido alfa linolénico o ácido cis-9,12,15-octadecatrienoico o C18:3 (ω-3) 
 
 
2.3.1. Ácidos grasos omega 3, omega 6  
 
Los ácidos grasos de cadena larga (AGCL) son ácidos grasos alifáticos con colas 
de 16 o más átomos de carbono [182]. Este grupo de ácidos grasos incluye los ácidos 
grasos poliinsaturados (AGPIs ó PUFA en inglés), que son los ácidos grasos que 
contienen dos o más dobles enlaces. Existen dos familias principales de AGPIs - los 
ácidos grasos omega-3 y los omega-6. Dado que los humanos no pueden sintetizar los 
dobles enlaces en la posición 6 o menor, los AGPIs omega-3 (n-3) y omega-6 (n-6) son 
ácidos grasos esenciales, necesarios para la salud humana y que deben ser obtenidos a 
partir de la dieta.  
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El compuesto padre3 de la familia omega-6, el ácido linoleico (LA) (C18:2, n-6) 
es abundante en la naturaleza y se encuentra en las semillas de la mayoría de las plantas, 
por lo que  presenta un alto contenido en los aceites de uso común en la cocina, como el 
aceite de maíz y el de girasol [183]. El LA es cada vez más popular en cosmética por 
sus propiedades beneficiosas sobre la piel (propiedades anti-inflamatorias, de reducción 
del acné y de retención de la humedad) [184, 185]. El ácido linoleico ha demostrado 
reducir activamente el colesterol sanguíneo [186, 187].  
 
El ácido alfa-linolénico (ALA) (C18:3, n-3), es el compuesto padre de la familia 
omega-3, es mucho menos común y se encuentra principalmente en la soja, el aceite de 
colza, linaza y nueces de nogal. Este ácido graso regula la producción de diferentes 
eicosanoides, reduce la presión arterial en individuos hipertensos, y disminuye los 
triacilgliceroles y el colesterol en sangre [188]. Además, varios estudios sugieren que 
podría reducir la proliferación de ciertos tipos de cáncer [189, 190]. Se ha sugerido que 
el ALA en la dieta es esencial para un desarrollo neuronal óptimo durante los periodos 
de crecimiento fetal y postnatal [191]. 
 
Tanto el α-linolénico como el ácido linoleico pueden ser modificados 
enzimáticamente por elongasas y desaturasas para dar lugar a AGPIs: el ácido linoleico 
a ácido araquidónico (AA) (C20:4, n-6), y el α-linolénico en ácido eicosapentaenoico 
(EPA) (C20:5, n-3) y ácido docosahexaenoico (DHA) (C22:6, n-3).  
 
El ácido γ-linolénico (C18:3, omega-6) tiene un importante papel en 
determinados procesos fisiológicos humanos. Se encuentra en la leche materna y en 
diversos vegetales y semillas. Se produce a partir del ácido linoleico por acción de la 
enzima Δ6 desaturasa, pero esta enzima suele tener poca actividad en el cuerpo humano 
por deficiencias nutricionales en vitaminas y minerales. Tiene efectos antiinflamatorios 
[192], actividad anticarcinogénica [193-198] y, debido a la inhibición de la síntesis de 
leucotrieno B4, se ha usado en el  tratamiento de enfermedades como la fibrosis quística 
[199, 200].  
 
                                                 
3 Compuesto original de una familia química a partir del cual se pueden sintetizar el resto de 
compuestos de dicha familia. 
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En 1976, investigadores daneses observaron que la incidencia y la mortalidad 
por cardiopatía isquémica era mucho menor en la población esquimal, que consumía 
una gran cantidad de grasas de origen marino (hasta 10-12 g/día), muy ricas en AGPIs 
omega-3, que en la de población danesa que habitaba en la isla, que consumía 
principalmente AGPIs omega-6 [201, 202]. De hecho, el cociente ácidos grasos 
poliinsaturados/saturados era de 0,84 en la población esquimal y de 0,24 en los daneses. 
Por tanto, estos investigadores relacionaron la baja incidencia de cardiopatía isquémica 
con la ingesta de AGPIs n-3 procedentes de los aceites de pescado. 
 
Desde entonces, numerosos estudios experimentales, epidemiológicos y de 
intervención  [203-208] han demostrado que la ingesta de una dieta rica en AGPIs n-3, 
tales como EPA y DHA, reduce la mortalidad coronaria y la muerte súbita cardiaca 
[209] y que, en las zonas geográficas donde los AGPIs n-3 predominan en la dieta, la 
incidencia de enfermedades cardiovasculares aterotrombóticas disminuye. En los 
últimos años se ha demostrado que los AGPIs n-3 de pescado presentan múltiples 
efectos protectores cardiovasculares, ya que reducen las concentraciones plasmáticas de 
triglicéridos y presentan propiedades antiarrítmicas, antiinflamatorias, antiaterogénicas 
y antitrombóticas [209, 210]. Además de todos estos beneficios, unos niveles bajos de 
DHA se han relacionado con una reducción de los niveles de serotonina en el cerebro 
[211], lo cual se asocia con el déficit de atención e hiperactividad, la enfermedad de 
Alzheimer y la depresión, entre otras enfermedades, habiendo evidencias de que la 
suplementación con DHA puede ser eficaz en la lucha contra estas enfermedades  [212, 
213]. Por último, también hay numerosos estudios sobre las propiedades 
anticancerígenas de estos ácidos grasos [179, 214, 215]. 
 
El ácido araquidónico es otro ácido graso omega 6 con propiedades importantes. 
Se acumula rápidamente en el cerebro en desarrollo durante el último trimestre de la 
gestación [216]. Un déficit de AA se traduce en un crecimiento reducido en niños [217] 
y se ha visto que fórmulas infantiles suplementadas con AA a partir de aceite de hongos 
mejora el crecimiento de los niños prematuros [218]. La suplementación con ácido 
araquidónico también ha demostrado tener efectos beneficiosos en pacientes amnésicos 
humanos, mejorando la disfunción cognitiva debida a daños orgánicos cerebrales o a la 
edad [219]. El AA también participa en la supresión del crecimiento de las células 
tumorales de pulmón [220]. 
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 Para un correcto funcionamiento del organismo se tiene que establecer la 
relación adecuada entre los ácidos grasos esenciales omega-3 y omega-6. Actualmente, 
en las dietas occidentales existe una proporción demasiado elevada en la ingestión de 
omega-6 que suele oscilar entre un 10:1 o 20:1, cuando la proporción adecuada se 
situaría en un 3:1, es decir, tres partes de omega-6 por una parte de omega-3. Esta  
enorme superioridad en la ingesta de omega-6 frente a la de omega-3 puede ser 
responsable de algunas enfermedades cardiovasculares, diabetes, ciertas depresiones, 
etc. La solución consiste en aumentar los alimentos que contengan más omega-3 o 
tomar suplementos de este componente y disminuir aquellos alimentos muy ricos en 
omega-6 [221]. 
 
2.3.2. Ácidos grasos omega 9 
 
Los principales ácidos grasos omega-9 son el ácido oleico y el ácido 
palmitoleico, presentes en numerosos aceites vegetales, como el aceite de oliva o de 
girasol. Estos ácidos grasos han demostrado tener efectos beneficiosos, en cambio, otros 
omega-9 no tienen un efecto tan claro, o incluso algunos, como el ácido erúcico que se 
encuentra en el aceite de colza, pueden tener efectos perjudiciales para la salud humana. 
Ácido oleico 
El ácido oleico (C18:1) o ácido cis-9-octadecaenoico es un ácido graso omega-9 
monoinsaturado que se encuentra en varias fuentes animales y vegetales. El ácido oleico 
es el principal componente del aceite de oliva constituyendo un 55-80% del total.  
 
Numerosos estudios epidemiológicos demuestran que la sustitución en la dieta 
de grasas saturadas por grasas monoinsaturadas, como el ácido oleico, provocan una 
disminución en el riesgo de padecer enfermedades cardiovasculares [222], ya que estas 
dietas ricas en ácidos grasos monoinsaturados disminuyen la concentración de 
colesterol y triacilgliceroles en sangre [223, 224]. 
 
Además, las lipoproteínas de baja densidad (LDL) ricas en ácido oleico tienen 
una menor modificación oxidativa, lo que supone una disminución en el riesgo de 
aterosclerosis [225].  
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2.3.3. Ácidos grasos trans 
 
 Los ácidos grasos trans (AGT) son AG insaturados que tienen en su estructura 
al menos un doble enlace en configuración trans. En nutrición se suelen utilizar los 
términos ácidos grasos trans, grasas trans, ácidos grasos isoméricos o isómeros trans de 
los ácidos grasos para hacer alusión al componente lipídico de la dieta que contiene este 
tipo de ácido graso. En base a sus orígenes y a sus actividades biológicas, los ácidos 
grasos trans se pueden dividir en AGT conjugados (los dobles enlaces en configuración 
trans están situados en carbonos adyacentes) y no conjugados (los dobles enlaces en 
configuración trans están separados por un carbono metilo). 
 
 En la naturaleza la mayor parte de los ácidos grasos se encuentra en 
conformación cis, sin embargo, en algunos animales puede presentarse una pequeña 
porción de ellos en configuración trans; este es el caso de los rumiantes en los que se 
produce la transformación de una parte de los AG contenidos en el pasto a su forma 
trans por el efecto de la fermentación anaerobia (biohidrogenación) de las bacterias del 
rumen. Estos AG transformados son incorporados a la carne y la leche del ganado 
vacuno, ovino y caprino. Sin embargo, las cantidades más importantes de AGT 
aparecen en los procesos de hidrogenación parcial de los aceites vegetales comestibles 
para convertirlos en grasas con un punto de fusión más elevado, fundamentalmente 
margarinas y grasas de repostería. Estos ácidos grasos se conocen como ácidos grasos 
trans industriales (por ejemplo, el ácido elaídico). Los AGT representan 
aproximadamente el 5 % del total de los AG en productos vacunos y ovinos, mientras 
que en las grasas hidrogenadas industrialmente pueden representar más del 50 %. Otra 
fuente importante de AGT son los alimentos fritos con grasas recalentadas.  
 
¿Qué efectos tienen los ácidos grasos trans para la salud?  
Los ácidos grasos trans industriales son la principal fuente de AGT, y se 
consideran un problema de salud importante con respecto al riesgo de ECV [226, 227], 
ya que aumentan los niveles del colesterol total y LDL, reducen los niveles de HDL, 
afectan a la inflamación sistémica y a la disfunción endotelial [228-230]. 
 
Dos estudios recientes han encontrado asociaciones entre el consumo de ácidos 
grasos trans y los factores de riesgo de ECV [231, 232]. Motard-Belanger y col. (2008) 
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informaron que un consumo alto (3,7% de la energía) de AGT de rumiantes afecta 
negativamente a los niveles de colesterol LDL de forma similar a los ácidos grasos 
trans industriales, aunque cabe destacar que no hubo ningún efecto con el consumo 
moderado (1,5% de la energía). Mientras tanto, en el estudio de Chardigny y col. (2008) 
un consumo en torno al 5% del nivel de energía de AGT industriales sólo tuvo efectos 
adversos en las mujeres, pero no en los hombres, lo que indicaría una diferencia de 
género, además de afirmar que el efecto reductor de las HDL parece ser específico de 
los AGT industriales. 
 
Los efectos de los AGT que hasta el momento se describen pueden ser 
explicados por varios hechos. Los AGT al tener una estructura mucho más lineal que los 
AG insaturados, casi comparable con la de los saturados, se empaquetan mucho mejor 
en las membranas biológicas que como lo hacen los AG insaturados, lo cual origina una 
mayor rigidez y menor permeabilidad y posiblemente interfieran con las funciones, 
señalizaciones e interacciones entre las diferentes proteínas de membrana. Por otro lado, 
los AGT inhiben competitivamente las enzimas elongasas y desaturasas alterando el 
metabolismo de los eicosanoides, y su consumo elevado puede exacerbar las 
manifestaciones derivadas de la deficiencia de ácidos grasos poliinsaturados. Más 
recientemente se ha encontrado que los AGT pueden limitar la expresión de los genes 
de la lipasa lipoproteica y del receptor nuclear PPAR (receptor activado del proliferador 
de peroxisomas). El producto de ambos genes está involucrado profundamente en el 
metabolismo lipídico y de las lipoproteínas.  
 
¿Son perjudiciales todos los ácidos grasos trans?  
En los alimentos derivados de los rumiantes aparece un tipo de AGT 
denominado ácido linoleico conjugado (CLA, por sus siglas en inglés). Los CLA 
pertenecen a los ácidos grasos conjugados que se diferencian de los demás AGT en que 
los dobles enlaces en configuración trans están situados en carbonos adyacentes. Al 
contrario de lo que ocurre con los demás AGT, a los diferentes isómeros del CLA se les 
atribuyen numerosos efectos beneficiosos, los cuales se detallarán en el siguiente 
apartado. 
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¿Debemos eliminar todos los ácidos grasos trans de nuestra alimentación? ¿Cuánto 
podemos consumir?  
Llevar a cero el consumo de AGT no es tan simple. De hecho existe un consenso 
internacional de que no es recomendable reducir a cero el consumo de AGT, debido a 
que ello podría resultar en una ingestión inadecuada de proteínas y micronutrientes 
importantes presentes en muchos de los alimentos que los contienen. Las actuales 
recomendaciones nutricionales fijan la ingestión de isómeros trans en menos del 1 % de 
la energía total, lo que equivale aproximadamente a 2g/día para una dieta de 2000 Kcal. 
 
2.3.4. Ácido linoleico conjugado (CLA)     
 
El CLA representa una mezcla de al menos 28 isómeros [233] posicionales y 
geométricos del ácido linoleico, un ácido graso  de 18 carbonos con dos dobles enlaces. 
En general, las parejas de dobles enlaces en los ácidos grasos tienen un grupo metileno 
entre ellos, pero en el CLA esto no ocurre, estando conjugados (Figura 16).  
 
          
 
Figura 16.  Ácido linoleico conjugado c9, t11 (izquierda) y ácido linoleico (derecha) 
 
Los isómeros del CLA difieren en las posiciones de los dobles enlaces, los 
cuales pueden estar en (9,11), (10,12), (8,10), (7,9) y (11,13); y en la configuración del 
doble enlace, que puede ser cis-trans, trans-cis, cis-cis o trans-trans. Esta mezcla de 
isómeros podría explicar la variedad de actividades biológicas del CLA. 
 
Aunque varios de estos isómeros del CLA se encuentran en los alimentos [234], 
el foco principal de la investigación se ha centrado en los dos isómeros principales, cis-
9, trans-11 y trans-10, cis-12; siendo el CLA cis-9, trans-11 el mayoritario (> 80%) en 
alimentos como carne, leche y productos lácteos [235, 236] (Tabla 5). Este isómero se 
origina por biohidrogenación (conversión de enlaces insaturados en saturados) del ácido 
linoleico a ácido esteárico por las bacterias del rumen, concretamente por  la bacteria 
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Butyrivibrio fibrisolvens [237]. Una fuente alternativa de CLA cis-9, trans-11 es la 
desaturación delta-9 del ácido trans-11 vaccénico, isómero principal de ácidos grasos 
trans de los rumiantes, y que está presente en los tejidos de estos mamíferos [238, 239]. 
El otro isómero principal del CLA sintético, el trans-10, cis-12, está presente en 
cantidades insignificantes en los alimentos. Dentro de los isómeros de menor 
importancia, el isómero de CLA trans-9, trans-11 inhibe la agregación plaquetaria [240, 
241] y tiene un efecto antiproliferativo [241]. Actualmente la mayoría de las 
publicaciones sobre las actividades del CLA se refieren a los isómeros cis-9, trans-11 y 
trans-10, cis-12, por lo que los efectos que se citan a continuación se refieren a estos 
isómeros principales. 
 
 
Tabla 5. Contenido de CLA (isómero cis-9, trans-11) en alimentos. 
 
Muestra CLA (cis-9, trans-11) mg/g de lípidos 
CLA (cis-9, trans-11) 
mg/100 g de muestra 
(peso húmedo) 
Leches    
   Entera 4,5 14,2 
   Semidesnatada (2%) 4,1 8,0 
   Evaporada  3,4-6,4 22,2-43,5 
   Nata montada 4,2 129,4 
Quesos    
   Azul 4,9-7,9 147,5-228,5 
   Brie  4,75 129,4 
   Cheddar 4,3 151,0 
   Cougar gold 3,72 130,0 
   Edam 5,38 141,7 
   Mozzarella 4,31 91,4 
   Parmesano 4,00 89,9 
   Suizo 5,45 160,9 
   Crema o de untar 4,30 142,9 
Productos lácteos 
fermentados   
   Yogur 3,82 7,4 
   Crema agria 4,14 76,1 
   Crema de mantequilla 4,66 5,7 
Cárnicos    
   Cordero 12,0 216,0 
   Filete de ternera 6,5 40,3 
   Pechuga de pollo 1,5 5,1 
   Chuleta de cerdo 1,5 22,5 
   Conejo 1,4 7,8 
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Actividades biológicas del CLA 
Actividad anticancerígena 
El CLA ha demostrado reducir el cáncer de piel, estómago, colon, mama e 
hígado en varios modelos animales [242-244]. Se ha sugerido que el CLA no sólo 
reduce la iniciación, promoción y progresión de las etapas de desarrollo del cáncer, sino 
que también reduce la metástasis [242-244]. El CLA puede estar involucrado en la 
reducción de la producción de eicosanoides, interfiriendo con las vías de señalización 
celular, en la inhibición de la síntesis de ADN, mejorando la apoptosis, así como en la 
inhibición de la angiogénesis debido a la reducción de las metaloproteinasas de la 
matriz y de factores de crecimiento vascular endotelial [242-244]. 
 
Prevención de enfermedades cardiovasculares  
El CLA ha demostrado reducir las lesiones ateroscleróticas en conejos y 
hámsteres [245-247]. En otra  serie de modelos animales el CLA redujo los niveles de 
colesterol total, de triglicéridos (TG), de colesterol LDL y aumentó el colesterol HDL 
[242, 248, 249]. Parece ser que el CLA afecta a estos parámetros reduciendo la presión 
arterial, mediante la participación en la activación de los receptores de proliferación de 
peroxisomas (PPAR, clave para la lipogénesis), regulando las proteínas que se unen a 
los elementos reguladores de esteroles (SREBPs, claves para la síntesis y elongación de 
ácidos grasos) y/o regulando la estearoil-CoA desaturasa (SCD, clave para la formación 
de TG y colesterol) [242, 250-252] . 
 
Reducción de grasa corporal  
Uno de los aspectos del CLA que ha atraído mucho la atención es su capacidad 
para reducir la grasa corporal en los animales, lo cual fue constatado por primera vez 
por Park y col. [253]. Desde entonces, se ha confirmado que el CLA trans-10, cis-12 es 
el isómero responsable de esta actividad [254]. Parece ser que este efecto del CLA es el 
resultado de múltiples mecanismos: el aumento del gasto energético, la reducción de la 
acumulación de lípidos en el tejido adiposo y/o la diferenciación de los adipocitos, el 
aumento de la apoptosis del adipocito,  la modulación de adipocinas y citocinas, como 
la leptina, TNF-alfa, la adiponectina o las interleuquinas, y el aumento de la β-
oxidación de los ácidos grasos en el músculo esquelético [254].  
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Respuesta inmune e inflamatoria 
Numerosos estudios han demostrado que el CLA tiene propiedades anti-
inflamatorias: reduciendo la inflamación del colon, disminuyendo la producción de 
citocinas inducidas por antígeno en células inmune competentes, y modulando la 
producción de citocinas, prostaglandinas y el leucotrieno B4 [242, 255-259]. Sin 
embargo, Poirier y col. [260] comprobaron que el isómero trans-10, cis-12 es capaz de 
inducir respuestas inflamatorias en el tejido adiposo blanco.  
 
El CLA también ha demostrado mejorar la respuesta inmune mediante la 
modulación del factor-alfa de necrosis tumoral (TNF-α), de las citocinas (es decir, la 
interleucina-1, 4, 6, u 8), las prostaglandinas, o los óxidos de nitrógeno, reduciendo la 
respuesta inmune de tipo alérgico [242, 261-265]. 
 
La salud del hueso y el CLA  
Aunque algunos estudios afirman que el CLA mejora la masa ósea atendiendo a 
los datos de peso de cenizas, de densidad ósea, de contenido mineral del hueso, de peso 
de hueso en seco, de longitud del hueso, o del calcio, el magnesio o el contenido de 
fosfato, los efectos de CLA sobre la masa ósea no han sido consistentes [266-277]. 
Recientemente se ha publicado que esta inconsistencia en los resultados del efecto del 
CLA sobre la masa ósea puede ser debida en parte a la interacción entre el CLA y el 
calcio de la dieta [278]. También se ha descrito que el CLA produce una disminución de 
las actividades de los osteoclastos lo que reduce la resorción ósea, aunque otros estudios 
no observaron ningún efecto del CLA sobre los marcadores de resorción ósea [279-
281].  
 
Interacción entre isómeros del CLA 
Se ha demostrado que los dos isómeros mayoritarios mencionados son 
igualmente eficaces en lo que respecta a la mayoría de las actividades contra el cáncer 
[282-284]. Al margen de los efectos contra el cáncer, el isómero trans-10, cis-12 es 
responsable de cambios en la composición corporal, la inhibición de la actividad 
estearoil-CoA desaturasa, proteínas y/o ARNm, y la reducción de la secreción de la 
apolipoproteína B en cultivos de células hepáticas humanas [274, 285, 286]. Por otro 
lado, el isómero cis-9, trans-11 es responsable de la promoción del crecimiento en los 
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roedores, la mejora de los perfiles de las lipoproteínas y es más eficaz en la inhibición 
del TNF-alfa que el isómero trans-10, cis-12 [262, 265, 287]. También hay casos en que 
los dos isómeros parecen tener efectos opuestos [288]. Por lo tanto, los numerosos 
efectos fisiológicos del CLA parecen ser el resultado de múltiples interacciones de estos 
dos isómeros biológicamente activos [254, 289].  
 
Aspectos de seguridad  
En lo referido a estudios en animales, las principales preocupaciones sobre el 
uso del CLA identificadas hasta ahora son la lipodistrofia, el hígado graso y la 
intolerancia a la glucosa [290-292]. La lipodistrofia y el hígado graso pueden ser el 
resultado de los efectos pronunciados del CLA en la movilización de la grasa del 
cuerpo, así como en el aumento de la síntesis de ácidos grasos en el hígado [290, 293, 
294]. Parece ser que estos efectos son más pronunciados en los ratones que en las ratas, 
y podrían ser una respuesta temporal y reversible [295, 296]. 
 
Es bien sabido que una reducción de la grasa corporal puede mejorar la respuesta 
a la insulina, pero este efecto que cabría esperarse del CLA no se ha demostrado de 
forma consistente. El CLA aumentó la resistencia a la insulina en animales normales, 
pero también mejoró la resistencia a la insulina en un modelo de obesidad, lo cual puede 
sugerir que esto es temporal y que una alimentación con CLA puede mejorar la 
resistencia a la insulina después de un período de aumento de dicha resistencia [295, 
297]. Este aumento de resistencia a la insulina por el CLA puede ser debido, en parte, a 
la mejora de la β-oxidación de los ácidos grasos, el período de experimentación, y/o 
estar relacionada con efectos del CLA sobre adipocinas y citocinas como el TNF-a [254, 
265, 298-302]. El CLA, en particular el isómero trans-10, cis-12, también reduce la 
actividad y la expresión del transportador de glucosa 4, pero posteriormente se 
comprobó que el isómero cis-9, trans-11 producía un efecto mayor [289], el cual está 
mediado, en parte, por el factor nuclear kB (NFkB) y la proteína quinasa activada por 
mitógenos extracelulares [303]. Un informe de Poirier y col. [304] sugiere que el CLA 
puede aumentar la secreción de insulina del páncreas, debido a la hiperplasia de células 
B, aunque los resultados de este estudio precisan una mayor evaluación. En general, el 
mecanismo exacto por el cual el CLA modula el metabolismo de la glucosa no se 
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conoce, por lo que es necesario seguir evaluando el efecto del CLA en la homeostasis de 
la glucosa.  
 
Estudios en seres humanos  
En marzo de 2008 había 83 estudios en humanos sobre el CLA. Alrededor del 
45% de estos estudios en seres humanos se centraron en la obesidad, seguido por las 
enfermedades cardiovasculares, la diabetes mellitus (metabolismo de la glucosa), las 
respuestas inmunes e inflamatorias, el metabolismo de los lípidos, el cáncer y el hueso.  
 
La mayoría de los ensayos clínicos fueron estudios doble ciego controlados por 
placebo. En los primeros estudios el aceite de oliva fue la primera opción para los 
placebos, mientras que en estudios más recientes se ha utilizado aceite de girasol alto 
oleico. Otros placebos que se han usado han sido los aceites de semillas de girasol, la 
semilla de cártamo, soja, aceite de canola o de palma y aceite de soja. La mayoría de los 
estudios utilizan entre 3,5 y 4,5 g CLA / día, con un rango de 0.45-6.8 g CLA / día. En 
un estudio de 2007, Whigham y col. [305] observaron una correlación significativa 
entre la dosis de CLA utilizada y el efecto de los cambios en la masa grasa. La duración 
de estos estudios va desde 5 días hasta 2 años, aunque lo más normal fueron entre 9-12 
semanas.  
 
La reducción de grasa corporal en los estudios en humanos  
Los estudios en humanos sobre los efectos del CLA en la grasa corporal se 
pueden resumir en las siguientes revisiones [242, 254, 305, 306], citadas ya 
anteriormente. En comparación con los estudios en ratones, el efecto del CLA en la 
reducción de grasa fue menos eficaz en los seres humanos [242, 254, 307, 308]. Estas 
diferencias en los seres humanos pueden ser debidas: a las dosis relativamente bajas que 
se utilizan en los estudios en seres humanos en comparación con las utilizadas en los 
ratones, a la diferencia de metabolismo entre especies, o la diferencia en el protocolo 
experimental, tales como el cálculo de la grasa pre-existente respecto a la acumulación 
de grasa [254, 301, 309-312]. Más importante aún son los estudios en humanos con 
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distintos regímenes de la dieta, los estudios ad libitum4 en modelos animales (sobre 
todo en fase de crecimiento, donde se da un balance positivo de energía) y los ensayos 
en humanos de la respuesta frente a la restricción calórica (balance energético negativo). 
De hecho, cuando los ratones recibieron CLA durante la restricción dietética (balance 
energético negativo), no se observaron beneficios adicionales del CLA en el peso y la 
grasa corporal [301, 311]. Del mismo modo, ninguno de los estudios con un plan de 
dieta hipocalórica (con una restricción de más de 200 calorías por día) encontró efectos 
positivos relacionados con el CLA en los marcadores de grasa corporales, 
independientemente de la dosis o la duración de los efectos [313-315]. Esto sugiere que 
el CLA puede ser eficaz en la reducción de la ganancia de masa grasa durante el período 
de aumento de peso (un balance energético positivo) [314, 316, 317]. A la vista de los 
resultados, parece ser que los estudios con una duración de menos de 4 semanas pueden 
no ser adecuados para observar este efecto de CLA, mientras que cuando las duraciones 
son más largas (> 6 meses), el CLA muestra una mayor eficacia [315].  
 
Las enfermedades cardiovasculares  
Numerosos estudios en humanos han analizado los efectos del CLA sobre los 
marcadores sanguíneos de las enfermedades cardiovasculares: colesterol total, HDL, 
LDL, TG, AGL, la presión arterial y la frecuencia cardiaca. En general, la mayoría de 
los documentos (> 80%) no reportaron cambios en el colesterol, las LDL, TG, o AGL, 
aunque alrededor del 30% de las publicaciones reportaron una reducción de las HDL en 
relación con el CLA, lo que pueden tener un impacto negativo sobre la salud. Por otro 
lado, en 4 de las 11 publicaciones analizadas se informa que el CLA disminuye la 
presión arterial (2 la presión arterial sistólica y 2 la diastólica), lo que puede ser 
beneficioso al  disminuir uno de los factores de riesgo de las ECV [318-321]. Herrera y 
col. [320, 322] realizaron dos estudios para ver el efecto del CLA sobre la hipertensión 
inducida por el embarazo (preclampsia). En estos estudios, la suplementación con calcio 
y CLA disminuyó la hipertensión inducida por el embarazo, aumentó el peso de los 
recién nacidos y mejoró la función endotelial, sin afectar a los parámetros de la presión 
                                                 
4 Ad libitum se usa en psicología y en biología para referirse al peso de un animal cuando todavía no se ha 
impuesto ningún control sobre su alimentación. Un ejemplo de este uso podría ser: "El peso ad libitum de 
la rata fue de 320 gramos". En estudios nutricionales, la frase denota el libre acceso de un animal a agua o 
alimento cuando dejamos que sean las necesidades biológicas de éste las que regulen el consumo. Por 
ejemplo: "Se les proporcionó a las ratas acceso ad libitum a alimentos y agua." 
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arterial. Además de estos efectos sobre la presión arterial, se ha observado un aumento 
de la frecuencia cardiaca relacionada con el CLA, pero sin cambios en la agregación 
plaquetaria [315, 321, 323].  
 
Cáncer  
En comparación con el gran número de evidencias de efectos anticancerígenos 
del CLA en estudios con animales, el número de estudios en humanos es bastante 
reducido. Knekt y col. [324] realizaron el primer estudio de CLA y cáncer, donde se 
observó una relación inversa entre la ingesta de leche (prueba indirecta) y la incidencia 
de cáncer de mama. En este estudio, el CLA se propuso como uno de los componentes 
activos potenciales en la leche. Desde entonces, se han publicado otros estudios que 
examinan el efecto del CLA sobre el cáncer de mama. Aro y col. [325] observaron un 
efecto preventivo con alimentos ricos en CLA en las mujeres posmenopáusicas, 
mientras que otros estudios no encontraron correlación entre CLA y el riesgo de cáncer 
de mama, según lo observado por los niveles de CLA en el suero, el pecho o en los 
tejidos adiposos [325-329]. Además del cáncer de mama, Larsson y col. [330] 
observaron una correlación inversa entre CLA y la incidencia de cáncer colorrectal en 
un estudio en mujeres que duró 15 años. 
 
CLA y las respuestas inmunes e inflamatorias  
El CLA puede influir positivamente en las funciones inmunes e inflamatorias. Se 
ha demostrado que aumenta la producción de anticuerpos (IgA e IgM), provoca la 
disminución de TNF-α e IFN-g, y la disminución de la activación de células T inducidas 
por mitógenos, aunque se han encontrado resultados inconsistentes para la  
hipersensibilidad de tipo retardado [331-334]. Cabe destacar, por su interés, un estudio 
de Turpeinen y col. [334] donde observaron que la suplementación con CLA puede 
aliviar algunas de las respuestas alérgicas en individuos con alergia al polen de abedul. 
 
La salud del hueso  
Según dos estudios en humanos el CLA tiene un efecto beneficioso sobre la 
masa ósea [335, 336]. Sin embargo, otros estudios no observaron diferencias por la 
suplementación de CLA en los marcadores séricos para la salud ósea o la densidad 
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mineral ósea [337-339]. También es interesante destacar que en el trabajo de Brownbill 
y col. [335] se estudió a mujeres posmenopáusicas que consumen suplementos de 
calcio, y que el isómero de CLA más importante relacionado con este estudio fue el cis-
9, trans-11 isómero y no el trans-10, cis-12. Por otra parte, otros autores han informado 
que el CLA mejora la absorción de calcio in vivo y en la línea celular Caco-2 de 
adenocarcinoma de colon humano, lo que sugiere que el CLA puede aumentar el efecto 
del calcio en la masa ósea, lo cual es coherente con los resultados de estudios en 
animales [278, 279, 340-343]. Aunque, a la vista de los resultados de estos trabajos, 
parecen ser necesarios estudios de una mayor duración para dilucidar el efecto de los 
dos isómeros CLA en la salud ósea, mediante su interacción con el calcio. 
 
Preocupaciones de seguridad en los seres humanos. Estudios de toxicidad  
La seguridad de los preparados comerciales de CLA también ha sido evaluada 
en numerosos ensayos clínicos en humanos. La mayoría de preparados comerciales de 
CLA destinados al consumo humano están compuestos por un 90% de los dos isómeros 
biológicamente activos, el cis-9, trans-11 y el trans-10, cis-12, en cantidades iguales 
aproximadamente [344]. No hay evidencias que indiquen que estos preparados de CLA, 
cuando se consume en dosis de 3-6,8 g / día, induzcan efectos adversos en humanos 
sanos [336]. Los resultados recientes de estudios de toxicidad de larga duración, 4 en 
humanos [314, 315, 336, 338] y 2 estudios con ratas [296, 345], con una duración de 
entre 12 y 24 meses, no encontraron efectos adversos significativos (en órganos, 
parámetros sanguíneos, comportamiento y otros datos físicos)  en la suplementación con 
CLA.  
 
Un estudio estadounidense estimó el consumo promedio de CLA en humanos 
entre 0,3  y 1,2 g / persona / día [346]. Suponiendo un estándar de 60 kg de peso 
corporal como media, la ingesta de CLA sería de entre 5 y 20 mg / kg de peso corporal / 
día. En comparación, la media de la dosis en el estudio con ratas durante 36 semanas 
[345] fue 100 veces mayor que la media estimada en humanos (500-2000 mg / kg de 
peso corporal / día), indicando una ausencia de toxicidad. Esta, y otras evidencias, 
sirvieron para apoyar la actual determinación potencial de estado GRAS del CLA.  
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 Analizando los resultados de los distintos estudios sobre los numerosos efectos 
beneficiosos del CLA en humanos, se puede estimar una ingesta diaria recomendada de 
entre 2,5 y 3,5 g / persona / día, teniendo en cuenta, por ejemplo, que en el caso de la 
pérdida de peso, el isómero responsable es el trans-10, cis-12, por lo que, dependiendo 
de la composición del suplemento, la ingesta para alcanzar este beneficio podría 
necesitar ser algo superior. 
   
2.3.5. Ácido vaccénico 
 
El ácido trans-11 vaccénico [AV, 5 trans-11 18:1 (n-9)] es el monoeno trans 
predominante en grasas de rumiantes (≈ 1,7% del total de ácidos grasos, en un rango de 
entre 0,4 y 4%) y se produce naturalmente durante la biohidrogenación parcial de ácido 
linoleico (LA) [18:2 (n -6)] y el ácido linolénico (ALA) [18:3 (n-3)] [347, 348]. El AV 
actúa como un precursor para la síntesis endógena del ácido linoleico conjugado cis-9, 
trans-11 en seres humanos y animales a través de la acción de la enzima ∆9 desaturasa 
[348, 349] (Figura 17). La tasa de la conversión del AV para dar CLA ha sido estimada 
entre un 5 y 12% en los roedores y entre un 19 y 30% en los seres humanos [349]. 
Curiosamente, mientras que la industria láctea se ha esforzado por aumentar el 
contenido de CLA en los alimentos para aprovechar sus propiedades beneficiosas, 
informes recientes han demostrado que estos procesos de producción también aumentan 
el AV, hasta 10 veces más que el CLA [350].  
Ác. esteárico
Ácido linoleico
Tejido 
mamarioRumen
Ácido lino( . Vaccenico)
 
Figura 17. Papel de la biohidrogenación en el rumen y la ∆9-desaturasa tisular en la 
producción del CLA cis-9, trans-11 en la grasa láctea. Adaptado de Bauman y col. [351]. 
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Actualmente se sabe muy poco acerca de la potencial bioactividad del AV sobre 
los lípidos de la sangre o la respuesta inflamatoria. Quizás los principales factores que 
han limitado la caracterización de las posibles acciones metabólicas del AV han sido su 
disponibilidad y/o su coste purificado. Sin embargo, es interesante destacar que hay 
algunas pruebas que apoyan la hipótesis de que el AV por sí solo no es perjudicial para 
la salud [352-356].  
 
 
 
Figura 18. Rutas bioquímicas clásicas para la biohidrogenación del ácido linoleico y 
linolénico en el rumen. Adaptado de [347]. 
  
 
Meijer y col. [355] compararon dietas que contenían un 10% de la energía 
procedente del AV y del ácido elaídico y no encontraron ningún efecto beneficioso del 
AV sobre los lípidos sanguíneos en hámsters. En cambio, otros estudios en animales y 
humanos han indicado que la alimentación con productos lácteos enriquecidos con AV, 
aparte de tener efectos neutrales sobre la salud, puede mejorar el perfil de los lípidos 
plasmáticos relacionados con la reducción del riesgo de ateroma. Lock y col. [356] 
demostraron que una mayor ingesta de AV (15% del total de grasa) produce un menor 
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riesgo de aterosclerosis mediante la mejora de perfil de lipoproteínas plasmáticas en 
hámsters. Además, Tholstrup y col. [352] demostraron que la alimentación con una 
mantequilla con un mayor contenido de AV reducía significativamente el colesterol 
total en hombres sanos. Recientemente, 2 grupos de investigación independientes 
parecen indicar que un consumo moderado de ácidos grasos trans de fuentes naturales 
tiene efectos neutrales y efectos beneficiosos sobre varios factores de riesgo de ECV en 
humanos [231, 232]. Cabe destacar que los datos de estos importantes estudios clínicos 
puede que sean limitados para evaluar los efectos beneficiosos del AV  debido a que 
usan mezclas con otros ácidos grasos bioactivos como ciertos ácidos grasos saturados, 
CLA y el ácido oleico. Por último, dos estudio con ratas JCR [357, 358] que 
presentaban el síndrome metabólico (prediabetes, obesidad, hiperlipidemia y alteración 
de la regulación inflamatoria) observaron que el AV reducía significativamente los 
niveles de triglicéridos y de colesterol total y LDL plasmáticos en condiciones de 
dislipemia, pero el resto de parámetros (resistencia a la insulina, estado inflamatorio, 
etc.) no se vieron afectados. 
Lo que parece claro es que resulta difícil evaluar los efectos beneficiosos del AV 
como tal, ya que, siempre habría que tener en cuenta su tasa de transformación al 
isómero más bioactivo del CLA (cis-9, trans-11). Aunque, el mero hecho de ser  
precursor de un isómero que ha demostrado tener numerosos efectos beneficiosos para 
la salud., ya resultaría en una propiedad beneficiosa. 
 
2.3.6. Ácidos grasos de cadena media  
 
 Los triglicéridos de cadena media (TGCM) contienen ácidos grasos saturados 
con una longitud de 6 a 12 carbonos, como son el ácido caproico (C6:0), el ácido 
caprílico (C8:0), ácido cáprico (C10:0) y ácido láurico (C12:0) (Tabla 6), si bien el ácido 
láurico presenta propiedades intermedias entre los AGCM y los ácidos grasos de cadena 
larga (AGCL). Se encuentran en algunos aceites como el de coco o el de palmiste, cuyo 
contenido en ácidos grasos de cadena media (AGCM) supera el 50% del total de ácidos 
grasos, y en una pequeña proporción en otros productos naturales como la leche bovina 
en la que C6:0-C10:0 constituyen del 4 al 12% del total de ácidos grasos [359], 
existiendo grandes diferencias entre especies, así la leche de cabra puede contener un 
50% más AGCM que la de vaca [360]. 
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Tabla 6. Principales ácidos grasos de cadena corta y media 
 
Nombre común Nombre sistemático Fórmula química AG  
Ácido acético Ácido etanoico CH3COOH C:2 
Ácido propionico Ácido propanoico CH3CH2COOH C3:0 
Ácido butírico Ácido butanoico CH3(CH2)2COOH C4:0 C
A
D
EN
A
 C
O
R
TA
 
Ácido caproico Ácido hexanoico CH3(CH2)4COOH C6:0 
Ácido caprílico Ácido octanoico CH3(CH2)6COOH C8:0 
Ácido cáprico Ácido decanoico CH3(CH2)8COOH C10:0 
Ácido láurico Ácido dodecanoico CH3(CH2)10COOH C12:0 
C
A
D
EN
A
 M
ED
IA
 
 
 
Los AGCM tienen propiedades fisicoquímicas y metabólicas muy diferentes a 
los ácidos grasos de cadena larga (AGCL), como se presentará más adelante, y se 
consideran grasas no convencionales [361]. Desde 1994, los productos alimenticios que 
los contienen han merecido por la Agencia de Administración de Alimentos y Drogas 
de Estados Unidos (FDA, USA) la denominación de sustancia generalmente reconocida 
como segura (GRAS) [362, 363]. 
 
Absorción intestinal de los AGCM 
 
La absorción de los AGCM es más rápida y más eficiente que la de los AGCL. 
Se sabe que los AGCM estimulan menos la secreción de colecistoquinina, fosfolípidos 
biliares y colesterol que los AGCL. En situaciones de deficiencia de lipasa pancreática o 
de sales biliares, los AGCM pueden absorberse, al contrario de lo que sucede con los 
AGCL [364].  
 
Los TGCM que contienen ácidos caprílico (C8:0) y ácidos cáprico (C10:0), son 
hidrolizados por las lipasas gástrica, lingual e intestinal y rápidamente absorbidos. La 
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masa molar es lo suficientemente pequeña para que sean hidrosolubles por lo que se 
requieren menos sales biliares para su digestión, no se reesterifican en el enterocito, y 
son transportados por la vena porta [365]. Pueden ingresar en las células de la mucosa 
intestinal en forma de diglicéridos y monoglicéridos, los cuales son hidrolizados por la 
lipasa de la mucosa a AGCM y glicerol, los AGCM libres son unidos a albúmina y 
transportados vía porta al hígado (Figura 19). En virtud de que la velocidad de flujo 
sanguíneo portal es casi 250 veces mayor que el flujo de la linfa, los AGCM son 
absorbidos con rapidez y es probable que no sean afectados por factores intestinales que 
inhiban la absorción grasa.  
 
 
 
Figura 19. A, C, E, B48: apolipoproteínas; AGCL: Ácidos grasos de cadena larga; AGCM: 
Ácidos grasos de cadena media; AGL: Ácidos grasos libres; CETP: transferidor de los 
esteres de colesterol de las lipoproteínas; HDL: Lipoproteínas de alta densidad; LPL: 
Lipoproteína lipasa; LRP: Receptor de quilomicrón; QL: Quilomicrón linfático; QP: 
Quilomicrón plasmático; QR: Quilomicrón remanente. [366] 
 
Los AGCM no utilizados con fines energéticos por el propio enterocito son 
absorbidos y transportados por la vena porta al hígado, en lugar de ser incorporados a 
los triglicéridos de los quilomicrones y alcanzar la circulación sanguínea vía sistema 
linfático como sucede con los AGCL (Figura 19). No obstante, la proporción de los 
AGCM en los quilomicrones puede incrementarse mediante su consumo de forma 
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crónica. Además, la administración simultánea de TGCM y TGCL incrementa la 
aparición de AGCM en los quilomicrones [367]. 
 
Incorporación de los AGCM en hígado y tejido adiposo 
 
Después de su absorción y transporte al hígado, los AGCM son sometidos 
preferentemente a  β-oxidación, la cual tiene lugar preferentemente en las mitocondrias 
hepáticas, dado que el transporte intramitocondrial de los AGCM no requiere carnitil-
acil transferasa [368], por lo que niveles bajos de esta transferasa no son limitantes en su 
metabolismo, mientras que en los peroxisomas los AGCM prácticamente no se oxidan. 
Consecuentemente, los AGCM son oxidados en mayor cuantía que los AGCL [369], y 
una buena parte del acetil-CoA producido durante la oxidación de los AGCM se dirige 
hacia la formación de cuerpos cetónicos. 
 
A diferencia de los AGCL, los AGCM se incorporan en una pequeña proporción 
a los TG y fosfolípidos del hígado. El almacenamiento es ligeramente más elevado con 
el ácido cáprico (C10:0) que con el caprílico (C8:0) [370] e incluso parece que la 
captación de los AGCM por el tejido hepático tiende a disminuir cuando el régimen se 
mantiene [371]. 
 
En el adipocito blanco, los AGCM están virtualmente ausentes y son únicamente 
detectables después de la suplementación dietética [372], siendo menos eficiente la 
incorporación del ácido caprílico (C8:0) que la del ácido cáprico (C10:0). Se ha 
encontrado que después de un tratamiento durante tres meses con una dieta rica en 
AGCM, únicamente el 9% del total de estos ácidos grasos se habían incorporado en 
diferentes zonas del tejido adiposo. En el adipocito marrón los AGCM parecen inducir 
un incremento del efecto termogénico cuando estos provienen de los alimentos [371]. 
Se ha propuesto que el consumo de AGCM produce incremento de la oxidación lipídica 
y producción de calor, resultando en un balance energético negativo, lo cual promueve 
la oxidación lipídica y control del peso corporal aunque la ingesta energética 
permanezca a un nivel constante [373, 374]. 
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Efectos en la salud 
Efecto de los ácidos grasos de cadena media en la absorción de calcio 
 
Entre los componentes dietéticos que afectan la absorción de calcio, además de 
la vitamina D, destacan la lactosa, los fitatos, los oxalatos y la grasa [375]. Respecto a 
este último punto, una cierta cantidad de grasa es necesaria para la absorción de calcio, 
pero una dieta con alto contenido en grasa decrecerá la biodisponibilidad del calcio 
dietético en casos de mala absorción de grasa. Esto se debe a que el calcio se une a los 
ácidos grasos saturados para formar jabones insolubles los cuales no se absorben y 
aparecen en heces. Sin embargo, los complejos AGCM-calcio y AGCC parecen 
incrementar la absorción del mineral [376, 377]. Se sabe que la grasa láctea y el ácido 
oleico favorecen la absorción de calcio mientras que los ácidos de cadena larga 
saturados favorecen la formación de jabones insolubles [378]. 
 
Griessen y cols. [379], al adicionar AGCM a una fórmula de proteína-hidratos 
de carbono, señalaron que tanto la absorción de calcio como los parámetros cinéticos no 
fueron diferentes respecto a los encontrados al adicionar AGCL. Campos y col. [380] 
compararon en ratas los efectos de la leche de cabra, rica en AGCM, frente a la leche de 
vaca sobre la absorción de calcio y su contenido en diferentes tejidos, y encontraron en 
el caso de la leche de los cápridos, un incremento en la absorción y contenido en hueso 
de calcio. Los resultados se atribuyeron a que los AGCM más abundantes en la leche de 
cabra, podrían incrementar el transporte pasivo de calcio en el intestino al favorecerse la 
formación de micelas y el flujo mucosa-serosa. Pero además, en la leche entera de 
cabra, la fracción proteica rica en lisina, y el contenido de vitamina D, podrían jugar 
también un papel positivo en la utilización del calcio.  
 
Efectos de los AGCM en el metabolismo lipoproteico 
Efectos de los AGCM en la lipemia postprandial 
 
El efecto inhibitorio del los AGCM en la síntesis de apo B y secreción intestinal 
de triglicéridos puede afectar la respuesta postprandial de estos últimos. Los niveles de 
los triglicéridos del plasma se incrementan después de una comida que contiene grasa 
67 
Capítulo I. Introducción 
para regresar a niveles basales después de 6-12 h [381]. El grado de respuesta 
postprandial de una comida rica en grasa está positivamente correlacionado con el 
riesgo de enfermedad cardiovascular y las causas del síndrome metabólico [382]. La 
respuesta postprandial es más pronunciada con los ácidos grasos saturados que con los 
insaturados, y con AGCM suele ser generalmente menor que la correspondiente a 
AGCL tanto en animales de experimentación [383] como en el hombre [384, 385].  
 
Los sujetos obesos se benefician más de los efectos atenuantes de los AGCM 
que los no obesos, ya que la reducción de la respuesta postprandial del colesterol es 
mayor en ellos [386]. La carga lipídica fue pequeña en ese estudio, ya que solamente se 
utilizaron 10 g de aceite de soja o TGCM puros mezclados en una comida. El efecto 
diferencial tuvo lugar principalmente en las lipoproteínas de baja densidad (LDL) y 
particularmente en la fracción aterogénica remanente de las LDL (LDL pequeñas y 
densas). La respuesta postprandial de la grasa de leche comparada con la de un aceite 
rico en AGPI fue igual o ligeramente menor en numerosos estudios [387]. Esta 
respuesta atenuada es debida probablemente a los AGCC y AGCM de la grasa láctea. 
 
Efectos sobre el colesterol y triglicéridos plasmáticos 
 
Debido a que los AGCM se absorben directamente por la circulación portal, no 
contribuyen a la formación de quilomicrones (Figura 19), por lo que se prescriben en 
pacientes que presentan hiperquilomicremia debido a deficiencias de la 
lipoproteinlipasa (LPL) o de la apolipoproteína CII7. No obstante, estudios a largo 
plazo han señalado que hasta un 10% de los AGCM se pueden incorporar a los 
quilomicrones cuando su consumo es crónico. Además es interesante resaltar que los 
AGCM guardan una gran especificidad de posición en los triglicéridos, así en los 
quilomicrones conservan la posición que tenían en la grasa de la dieta [388]. 
 
Los resultados son controvertidos en cuanto al efecto que produce el consumo de 
AGCM sobre la concentración de las lipoproteínas de baja densidad (LDL) y de alta 
densidad (HDL). Así, en la década de los sesenta se demostró que además de no 
incrementar el colesterol plasmático, disminuían los niveles de colesterol LDL, reducían 
la síntesis hepática del colesterol y ejercían poco efecto sobre el catabolismo de las LDL 
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mediado por los receptores Apo B/E [389]. Posteriormente, estudios realizados en la 
última década del pasado siglo mostraron que niveles similares de AGCM y AGCL 
ejercen poco efecto sobre las LDL, aunque incrementan la concentración de triglicéridos 
y disminuyen los niveles de colesterol HDL [390, 391]. Por ello, pudiera afirmarse que 
la ingesta de dietas ricas en AGCM presenta una respuesta metabólica similar a la de 
dietas pobres en grasa y ricas en hidratos de carbono [392]. No obstante, vale la pena 
resaltar que estos estudios fueron realizados con dietas ciertamente ricas en AGCM, 
pero que también contenían otros ácidos grasos como el palmítico o el miristíco que 
incrementan los niveles de colesterol LDL y colesterol HDL [393]. Además los ácidos 
grasos caprílico y cáprico en algunos estudios fueron comparados con dietas ricas en 
grasas saturadas y dietas ricas en ácido oleico. Con las dietas ricas en AGCM se 
obtuvieron valores de colesterol total y LDL más bajos que  con las dietas ricas en 
grasas saturadas, pero valores de colesterol más altos respecto a las dietas ricas en ácido 
oleico [394, 395]. 
 
En ratas, se ha observado que el consumo de leche de cabra (rica en AGCM) 
frente a la de vaca incrementa la secreción biliar de colesterol y disminuye la 
colesterolemia y la trigliceridemia sin afectar la concentración de ácidos biliares, 
fosfolípidos biliares e índice litogénico5 [360]. Este efecto se ha relacionado con una 
menor absorción y menor síntesis endógena de colesterol inducida por los AGCM más 
abundantes en la leche de cabra frente a la de vaca, a lo puede podría sumarse el 
pequeño aporte de ácido oleico de la leche de cabra, que como se sabe es 
hipocolesterolemiante. Es más, en ese estudio los autores encontraron que los efectos de 
la leche de cabra entera sobre el metabolismo lipídico eran similares a los del aceite de 
oliva virgen. 
 
Sin embargo, en otros estudios se ha observado que dietas ricas en AGCM 
inducen hipertrigliceridemia como respuesta a la actividad reducida de la LPL en tejidos 
periféricos y por alteración del reparto en los tejidos de los triglicéridos sintetizados por 
vía de novo [396]. Aunque, nuevamente, los datos arrojados por diversas 
investigaciones posteriores muestran resultados controvertidos [395, 397]. 
                                                 
5 Mide la tendencia a la formación de cálculos biliares, más concretamene la saturación del 
colesterol en la vesícula biliar. 
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Estudios recientes señalan que los ácidos octanoico [398, 399], decanoico y 
dodecanoico [398] estimulan en cultivos de hepatocitos la síntesis de apolipoproteína 
(apo) B, triglicéridos y secreciones de colesterol en menor cuantía que el ácido 
palmítico (C16:0). Según Sato y col. [398] los AGCM atenúan la estimulación del ácido 
palmítico en la secreción de la apo B. En ratones alimentados con dietas enriquecidas en 
ácido octanoico respecto a otras con ácido oleico (C18:1, n-9) o ácido linoleico (C18:2, 
n-6) la secreción de apo B y de triglicéridos hepáticos y la concentración plasmática de 
colesterol fueron menores [400]. 
 
Sin embargo, algunos estudios en humanos encontraron que los TGCM, respecto 
a los TGCL incrementaban el colesterol plasmático así como la concentración de 
triglicéridos. Los ácidos grasos que formaban parte de los TGCL eran monoinsaturados 
y poliinsaturados y procedían de aceites de soja, maíz y oliva  [401, 402],  y como es 
sabido son hipocolesterolemiantes comparados con los ácidos grasos saturados de 
cadena larga [403]. Cuando una dieta rica en TGCM fue comparada con otra rica en 
ácido laúrico (C12:0), manteniendo idénticas las cantidades de ácidos grasos mono y 
poliinsaturados, el total de colesterol LDL se incrementó menos en la dieta rica en 
TGCM, debido a incrementos significativos en la actividad de los receptores para LDL 
[404]. Todos estos experimentos se realizaron con cantidades muy elevadas de TGCM 
en la dieta.  
 
Otro estudio escoge un enfoque diferente y emplea menores cantidades de 
TGCM: se incluyeron 10 g TGCM o de TGCL no específicos de aceites en una dieta 
hipocalórica durante cuatro semanas [405]. Ambas dietas disminuyeron los niveles de 
colesterol total y de triglicéridos aunque los efectos fueron más notorios con los TGCM. 
 
Implicación en la glucemia y resistencia a la insulina 
 
La secreción de insulina en páncreas perfundido es menor en respuesta a AGCM 
que a AGCL [406]. Por otro lado, la oxidación de AGCL es menor cuando la dieta es 
rica en hidratos de carbono. Sin embargo, una carga de glucosa disminuye la oxidación 
del ácido oleico pero no la del ácido octanoico. Esto implica interacción entre el 
 70 
Capítulo I. Introducción 
metabolismo de la glucosa y el tipo de grasa en virtud de mecanismos relacionados con 
la entrada de AGCL en la mitocondria, pero no la de AGCM [407]. 
 
No obstante, in vivo la situación real del consumo de AGCM no ha mostrado un 
efecto claro sobre los niveles plasmáticos de insulina y glucosa. Así, en algunos 
estudios se ha observado que el consumo de AGCM provoca hipoglucemia, 
probablemente debido a una respuesta hiperinsulinémica atribuida a los efectos 
estimulantes de los AGCM ingeridos sobre las células beta de los islotes de Langerhäns 
[408] o a la formación hepática de cuerpos cetónicos [409]; mientras que en otro estudio 
posterior se observó que la glucosa en ayunas y los lípidos séricos se incrementaban en 
comparación con una dieta rica en aceite de girasol alto oleico [402]. Sin embargo, 
parece que el consumo de cantidades moderadas de AGCM es capaz de disminuir la 
glucemia e insulinemia en sujetos obesos [405] y que la glucemia postprandial es menor 
en diabéticos que han tomado AGCM [410]. En estudios de tipo agudo y crónico se 
observa que la sensibilidad a la insulina se incrementa con AGCM [367, 411], por lo 
que los alimentos ricos en este tipo de grasas serían recomendables frente a los que 
contienen más AGS de cadena larga. 
 
Efectos sobre el control de peso corporal 
 
Los AGCM pueden intervenir en el control del peso corporal a través de tres 
mecanismos principales: estimular la  β-oxidación, disminuir la lipogénesis en tejido 
adiposo y favorecer la formación de cuerpos cetónicos.  
 
Una ingesta de 45-100 g de AGCM produce un incremento en la concentración 
de cuerpos cetónicos de 700 mmol/L, es decir de dos a cuatro veces mayor que la que 
inducen los AGCL [409]. En mujeres obesas se ha encontrado un paralelismo entre el 
incremento de cuerpos cetónicos inducido por una dieta de AGCM y el incremento de la 
saciedad. Jambor de Sousa y col. [412] demostraron recientemente que infusiones de 
ácido caprílico en el hígado de ratas disminuyeron la ingesta de alimentos, por lo que 
han sugerido que se debe al incremento en la oxidación lipídica. Sin embargo, la 
aplicabilidad de estos ácidos grasos en la disminución del apetito y por tanto en el 
control del peso corporal sigue siendo un tema de debate. 
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En animales alimentados con TGCM se constata que la ingesta de alimento, 
ganancia de peso y acúmulo graso se reducen en comparación con los que reciben dietas 
isoenergéticas que contienen TGCL [360, 374]. Se cree que la pérdida de peso es 
secundaria a la oxidación hepática de los AGCM, la cual incrementa el gasto energético. 
Así, cuando se comparan en roedores dietas isoenergéticas que contienen TGCL y 
TGCM, se observa que los TGCM incrementan la termogénesis [409, 413]. Sin 
embargo, estos resultados son difícilmente extrapolables a humanos ya que el consumo 
de dietas con altas cantidades de TGCM no es pauta frecuente, entre otros aspectos por 
no abundar en los alimentos, presentar baja palatabilidad y producir algunos síntomas 
gastrointestinales adversos. En términos generales los estudios señalan que debe 
aportarse al menos 30 g/día para obtener resultados sobre el peso corporal. 
 
No obstante, los efectos sobre el peso corporal a largo plazo, en humanos, 
utilizando estos ácidos grasos son controvertidos, debido a que trabajos posteriores 
mostraron que la ingesta de dietas ricas en AGCM y AGCL no modificaba la pérdida de 
peso al final del estudio [371, 401, 410]. Vale la pena señalar que en numerosas 
ocasiones no se controlaron diversos parámetros, como el tipo de AGCM que se 
proporcionaban en las dietas, los cuales sí parecen importantes ya que, como se ha 
mencionado anteriormente, las dietas con mayor proporción de ácido caprílico ejercen 
efectos más marcados sobre la lipólisis [412, 414]. 
 
Se han seguido desarrollando dietas donde se ha logrado controlar el tipo y 
cantidad de AGCM principalmente ácido caprílico y decanoico (72%), y donde además 
se añade un porcentaje de AGPI n-3 del (22%), en forma de DHA (22:6, n-3) y EPA 
(20:5, n-3) sin la adición de otros AGCL. Con estas dietas se han observado resultados 
satisfactorios después de 15 días, tales como la estimulación de la oxidación de los 
ácidos grasos y pérdida de peso [415]. Sin embargo, convendría investigar si los efectos 
se mantienen en el tiempo. 
 
2.3.7. Ácidos grasos de cadena corta 
 
Los ácidos grasos de cadena corta (AGCC) son ácidos orgánicos (hidrocarburos 
monocarboxílicos) que contienen de 2 a 4 átomos de carbono, es decir, el ácido acético 
(con 2 átomos de carbono), el ácido propiónico (C3) y el ácido butírico (C4) (Tabla 6). 
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Los AGCC se producen, principalmente, por la fermentación por parte de la flora 
bacteriana intestinal de los azúcares no digeridos y la fibra dietética [416], a lo largo de 
todo el intestino grueso, con un gradiente decreciente entre el ciego y el recto [417]. Las 
variaciones individuales en la composición de la flora bacteriana pueden afectar a este 
proceso de fermentación, durante el cual la fibra y polímeros de almidón son 
inicialmente hidrolizados a monómeros como la glucosa, lactosa, xilosa y arabinosa 
[418]. Estos sustratos luego se metabolizan por la glucólisis a piruvato, produciéndose 
también  etanol, metanol, ácido fórmico, ácido láctico y succinato [419]. Estos 
productos, a su vez son posteriormente metabolizados, produciendo ácidos grasos de 
cadena corta y gas. 
 
El ácido acético representa alrededor del 60% de los AGCC producidos en el 
colon, el ácido propiónico constituye el 25% y el ácido butírico el 15% [420]. Los 
AGCC son absorbidos rápidamente por la luz del colon, tanto activa (transportador 
monocarboxilato) como pasivamente (co-transportador Na-AGCC e intercambio 
aniónico), y de forma proporcional a la longitud de la cadena carboxílica [421]. Después 
de la absorción, los AGCC se metabolizan en las células epiteliales del colon, hígado y 
los tejidos principales, y contribuyen en el metabolismo energético. 
 
Una vez absorbidos, los AGCC se oxidan rápidamente en las células epiteliales 
del colon, constituyendo la principal fuente de energía de estas células. El butirato se 
metaboliza casi completamente en estas células (70-90%), mientras que el ácido 
propiónico y acético lo son sólo débilmente [422].  
 
Los AGCC han demostrado tener otros efectos beneficiosos, incluyendo la 
estimulación de la secreción mucosa, el aumento en el flujo vascular, la motilidad y la 
absorción de sodio, propiedades antiinflamatorias y anticancerígenas [423]. Por el 
contrario, la disminución o ausencia de AGCC en el lumen puede tener efectos nocivos, 
como en las condiciones de colitis por desviación (enfermedad que produce la 
inflamación  de la mucosa colorrectal por falta de AGCC) [424].  
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Ácido butírico  
 
Aunque el ácido butírico representa sólo una pequeña parte de todos los AGCC, 
se considera el ácido graso más importante para las células epiteliales del colon, por su 
papel como sustrato de energía y por las numerosas acciones que ejerce sobre las células 
epiteliales y en la mucosa del colon. 
 
El ácido butírico se metaboliza rápidamente en las mitocondrias de las células 
epiteliales a dióxido de carbono (CO2) y acetil-CoA, una sustancia clave en el 
metabolismo oxidativo [425]. 
 
Además de sus funciones esenciales en el abastecimiento energético y la 
regulación metabólica de los colonocitos, el ácido butírico también ejerce otra serie de 
efectos beneficiosos: 
 
 Efectos antiinflamatorios en el colon [426-428], los cuales son atribuidos a 
varios mecanismos que actúan a nivel de la mucosa. El butirato aumenta la mucina 
y la producción de proteínas [429, 430], reduce la secreción de mediadores pro-
inflamatorios como el TNF-α, de IFN-γ e IL-12 [431, 432], inhibe la adhesión de 
los leucocitos al endotelio [433], aumenta la liberación de IL-10 [434] y reduce la 
producción de IL-8 inducida por lipopolisacáridos bacterianos [435] y la expresión 
del receptor intestinal de TLR4, que se considera un factor importante en la 
inmunidad natural y cuya expresión es elevada cuando hay enfermedades 
inflamatorias crónicas intestinales [436]. 
 
 Efectos anticancerígenos. Este ácido graso es capaz de inhibir la síntesis de ADN 
y el crecimiento celular en líneas celulares tumorales de colon [437-440] e inducir  
la diferenciación y la apoptosis por fragmentación del ADN [437, 441, 442]. A 
nivel molecular, el ácido butírico regula la expresión génica mediante la inhibición 
de la histona deacetilasa [443], modulando varias proteínas implicadas en el 
control del ciclo celular, la diferenciación y apoptosis, inactiva la expresión de 
oncogenes y regula la respuesta al estrés celular [439, 444, 445]. Una de estas 
proteínas parece ser la enzima glutatión S-transferasa, implicada en la 
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detoxificación de compuestos genotóxicos relacionados con el cáncer de colon 
[446, 447]. 
 
A pesar de los estudios epidemiológicos in vitro que demuestran los efectos 
beneficiosos de butirato sobre el cáncer de colon, en estudios in vivo, 
generalmente, no se ha logrado proporcionar resultados concluyentes [437, 448, 
449]. Los autores especulan que esto puede ser debido a la corta vida media y al 
rápido metabolismo del butirato como fuente de energía para los colonocitos, que 
impiden el mantenimiento de concentraciones eficaces en la mucosa del colon 
para conferir beneficios anticancerígenos. Para superar estos problemas, se ha 
propuesto conjugar el butirato con otras moléculas, como por ejemplo: 
 
- Carnitina. La conjugación de butiril-coenzima A con carnitina para formar 
butiril-carnitina mejora la vida media in vivo del butirato ingerido, 
aumentando sus efectos anticancerígenos [450]. 
- Formando ésteres de aciloxialquilo, para formar pro-drogas estables y más 
activas [451] que han demostrado tener propiedades terapéuticas frente al 
cáncer de próstata [452].  
- Formando ésteres de esterol. Ugazio y col. [453] demostraron que una 
microemulsión de  colesteril butirato era eficaz a la hora de transportar el 
butirato a las células cancerígenas, exhibiendo mayor efecto antiproliferativo 
que el butirato de sodio. 
 
 Además, el ácido butírico es un importante regulador de la reproducción de 
colonocitos [439, 454]. 
 
 Por último, también está involucrado en la regulación de la absorción de agua y 
electrolitos [455]. 
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3. FLUIDOS SUPERCRITICOS 
 
3.1. Propiedades fisico- químicas de los fluidos supercríticos 
 
Una sustancia se encuentra en estado de fluido supercrítico cuando su 
temperatura y presión son superiores a su temperatura y presión crítica respectivamente. 
Esta región se muestra en el diagrama de fases de la Figura 20.  
 
Figura 20. Diagrama de fases sólido/líquido/gas. Ptp: presión punto triple, Ttp: 
temperatura punto triple, línea roja: curva de sublimación, línea verde: curva de fusión, 
línea azul: curva de vaporización. 
 
En este diagrama aparecen tres regiones diferenciales que corresponden a tres de 
los estados de agregación de materia: sólido, líquido y gaseoso. Estas tres regiones están 
separadas por líneas representativas de los equilibrios entre las fases: curva de 
vaporización, curva de fusión y curva de sublimación. El cambio entre las fases se 
consigue variando la presión y/o la temperatura con adición o extracción de energía. 
 
En el diagrama de la Figura 20 aparecen también dos puntos singulares: uno, 
situado donde convergen las tres curvas, es el punto triple y representa el estado de 
equilibrio en el que coexisten las fases sólida, líquida y gaseosa y el otro, ubicado al 
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final de la curva de vaporización que representa las condiciones de presión y 
temperatura en las que dejan de existir como tales las fases líquida y gaseosa para dar 
lugar a otra región distinta. Este punto se denomina punto crítico y las condiciones a las 
que se alcanza respectivamente presión crítica (Pc) y temperatura crítica (Tc). 
 
La región que aparece por encima del punto crítico se conoce con el nombre de 
región supercrítica, mientras que la nueva fase se denomina fluido supercrítico (FSC). 
Los FSC poseen unas propiedades típicas, lo que habitualmente se denomina como “un 
híbrido entre un líquido y un gas”, es decir, puede difundir como un gas, y disolver 
materiales como un líquido. Los FSC se caracterizan por el amplio rango de densidades 
que pueden adoptar. Por encima de las condiciones críticas, pequeños cambios en la 
presión y la temperatura producen grandes cambios en la densidad. 
 
Muchas sustancias tienen temperaturas críticas no muy alejadas de las 
ambientales, lo que es una ventaja desde el punto de vista tanto técnico como 
económico. 
Las siguientes características son comunes a los fluidos supercríticos: 
 No existe interfase gas-líquido.  
 La compresibilidad isotérmica se hace infinitamente positiva.  
 El coeficiente de expansión térmica es infinito y positivo.  
 La entalpía de vaporización es cero. 
 Si la densidad se mantiene constante e igual a la densidad crítica la capacidad 
calorífica a volumen constante tiende al infinito.  
 La densidad por encima del punto crítico depende básicamente de la presión y la 
temperatura, pero en cualquier caso está más cercana a la de los líquidos que a la 
de los gases. La densidad aumenta si lo hace la presión a temperatura constante 
y si disminuye la temperatura a presión constante.  
 La viscosidad es mucho más baja que la de los líquidos, lo que le confiere 
propiedades hidrodinámicas muy favorables.  
 La bajísima tensión superficial permite una alta penetrabilidad a través de 
sólidos porosos y lechos empaquetados.  
 Mayores coeficientes de difusión (difusividad) que en líquidos por lo que la 
transferencia de materia es más favorable.  
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En la Figura 21 se ilustran algunas de las propiedades de los fluidos supercríticos. 
En esta figura se ha representado la densidad reducida (ρR) de una sustancia pura frente 
a la presión reducida (PR) para distintas líneas de temperatura reducida (TR) constante 
(las propiedades reducidas se definen como el cociente entre la propiedad y la propiedad 
crítica). Según esta figura, la densidad de la sustancia pura puede variar de dos formas 
muy distintas al variar isotérmicamente la presión. 
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Figura 21. Diagrama de fases del CO2 (P, T y ρ) 
 
En efecto, al aumentar isotérmicamente la presión partiendo de una temperatura 
inferior a la crítica (por ejemplo TR = 0.9) y una presión baja (punto A), la densidad 
aumenta siguiendo una variación típica de los gases hasta llegar al punto B. Cuando se 
alcanza este punto se produce un cambio de fase sin que se modifiquen las condiciones 
de presión y temperatura, de manera que la densidad cambia bruscamente de un valor 
bajo propio de los gases a un valor alto típico de los líquidos (punto C). A partir del 
punto C son necesarios enormes aumentos de presión para conseguir solo pequeños 
cambios de la densidad (punto D), comportamiento normal de los líquidos. 
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En cambio, si se parte de una temperatura superior a la crítica (por ejemplo TR = 
1.04) el aumento isotérmico de la presión produce un aumento de la densidad, desde 
valores bajos propios de los gases hasta valores altos propios de los líquidos sin que se 
produzca ningún cambio de fase. 
 
Este hecho es de gran importancia si se considera que el poder disolvente de 
cada sustancia pura depende de su densidad. De esta forma, el poder disolvente de los 
fluidos supercríticos puede ser bajo (como el de los gases) o puede ser alto (como el de 
los líquidos) dependiendo de la presión y la temperatura. 
 
Es más, el poder disolvente de los fluidos puede ser modificado de forma 
continua desde valores bajos a valores altos simplemente variando ligeramente la 
presión o la temperatura puesto que en el proceso no se produce cambio de fase. Este 
hecho puede ser utilizado para aumentar la selectividad de los FSC y desde luego lo es 
para realizar el fraccionamiento de solutos múltiples por reducción paulatina de la 
densidad del disolvente. 
 
Además de la densidad típica de un líquido que poseen los fluidos supercríticos, 
estos presentan otras propiedades físico-químicas que contribuyen a que sean unos 
disolventes especiales. Estas propiedades que inciden directamente sobre la velocidad y 
la transferencia de masa y calor, son la viscosidad y la difusividad. En la Tabla 7 se 
muestran los órdenes de magnitud de la densidad y viscosidad de fluidos supercrítico 
junto a los valores correspondientes a líquidos y gases. 
 
Tabla 7. Densidad, difusividad y viscosidad de líquidos típicos, gases y fluidos supercríticos. 
 
Propiedades físico-
químicas 
Líquido Fluido supercrítico Gas 
Densidad (g/ml) 1 0,2 – 0,9 10-3 
Viscosidad (g/cm·s) 10-2 10-4 – 10-3 10-4 
Difusividad (cm2/s) 10-6 10-3 10-1 
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La difusividad es dos o tres órdenes de magnitud mayor que la de un líquido, 
mientras que la viscosidad es similar a la de un gas, por lo que existe una mayor 
velocidad de transferencia de masa de los solutos de la matriz al seno del fluido. Así los 
fluidos supercríticos son únicos ya que tienen el poder de solvatación de los líquidos y 
las características de transporte de los gases. Por estas razones, la eficiencia y la 
velocidad de extracción de matrices porosas son usualmente mayores que con líquidos. 
 
Otra ventaja adicional de la técnica de extracción con fluidos supercríticos (SFE) 
se produce cuando el fluido utilizado tiene la propiedad de ser gas a presión atmosférica 
(CO2, N2O, etc.). En estos casos el agente extractor puede dejarse escapar a la atmósfera 
tras la etapa de extracción y recoger los analitos sin disolventes (o en un pequeño 
volumen de disolvente si se utiliza modificador). Esto permite obtener extractos finales 
listos para ser analizados sin necesidad de efectuar posteriores etapas de concentración. 
Además, el gas empleado como fluido supercrítico se puede recircular, permitiendo su 
reutilización, lo cual reduce los costes de esta tecnología.  
 
3.2. Elección del solvente 
 
Las propiedades de un fluido supercrítico son de capital importancia cuando se 
considera la selección de un fluido como solvente. El operador debe tener en mente que 
el fluido debe solubilizar el soluto de interés, así como presentar las características de 
transferencia de materia requeridas para una extracción rápida. Dos de los parámetros 
de suma importancia cuando se considera la selección de un fluido supercrítico son la 
presión crítica (Pc) y la temperatura crítica (Tc). Cuando un fluido se encuentra en 
condiciones por encima de valores críticos, un aumento de la presión no originará una 
licuefacción, así como una disminución de la temperatura no origina un líquido. 
 
La presión crítica puede dar cierta idea, en una primera aproximación, de la 
magnitud del poder de solvatación en estado condensado, y por lo tanto puede usarse 
como un criterio para escoger anticipadamente el disolvente, en base a la polaridad de 
los compuestos a extraer. Por ejemplo, el etileno tiene una presión crítica menor que el 
dióxido de carbono. Basando en este criterio, el etileno tendrá una capacidad menor a la 
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hora de disolver solutos con polaridad moderada, en contraposición al dióxido de 
carbono. 
 
La temperatura crítica influye tanto a nivel de las propiedades del fluido, las 
características de soluto, así como a nivel del efecto matriz. Teóricamente, la máxima 
capacidad extractiva se obtiene seleccionando una temperatura que se encuentre lo más 
cercana a la temperatura crítica del fluido escogido. 
 
Los criterios para la elección de un buen disolvente son los habituales en un 
proceso de extracción convencional: selectividad, solubilidad del soluto, no reactividad, 
baja viscosidad, además es deseable un producto no inflamable, no tóxico y barato. 
 
El CO2 supercrítico es el disolvente preferido ya que es medioambientalmente 
aceptable, barato, asequible en grandes cantidades y con alta pureza, relativamente 
inerte, pero que potencialmente puede reaccionar en condiciones extremas de alta 
temperatura y presión (una situación frecuente en la SFE) especialmente con aminas 
primarias y secundarias, con coeficientes de difusión altos, viscosidad baja y presión y 
temperatura críticas fácilmente alcanzables con la tecnología existente. A pesar de que 
el dióxido de carbono en estado supercrítico extrae preferentemente compuestos no 
polares debido al momento dipolar nulo que presenta, éste puede exhibir un momento 
dipolar inducido, permitiendo la extracción de una gran variedad de productos de 
polaridad moderada en la fase del fluido. 
 
En el caso de extracción de compuestos polares, se prefiere la utilización de 
fluidos polares tales como H2O y NH3. 
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En la Tabla 8 se resumen las ventajas que presenta el CO2 supercrítico como disolvente. 
 
Tabla 8.  Propiedades del dióxido de carbono como disolvente supercrítico 
 
Equilibrio entre fases 
• Buen disolvente de gran variedad de productos orgánicos. 
• La solubilidad mutua con el agua es pequeña. 
• Volatilidad relativamente alta comparada con los extractos orgánicos. 
 
Propiedades de transporte 
• Baja viscosidad. 
• Grandes coeficientes de difusión. 
 
Propiedades termodinámicas 
• Condiciones críticas (T y P) asequibles. 
• Entalpía de vaporización pequeña. 
 
Seguridad 
• No es tóxico. 
• No es inflamable. 
 
Economía 
• Bajo coste. 
• Fácilmente disponible con alta pureza. 
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En la Tabla 9 se presenta un cuadro con los disolventes más utilizados hasta el 
momento en la extracción supercrítica, al mismo tiempo que se indican sus parámetros 
críticos. 
 
Tabla 9. Propiedades críticas de los disolventes más usados en extracción supercrítica. 
Temperatura crítica (Tc), presión crítica (Pc), densidad crítica (c). 
 
Tipo de fluido Compuesto Pc (bar) Tc (ºC) ρc (g/ml) 
Dióxido de carbono 72,0 31,1 0,47 
Amoniaco 109,8 132,5 0,23 Inorgánico 
Agua 214,8 374,2 0,32 
Metanol 78,9 239,0 0,27 
Etanol 72,0 243,4 0,28 
Acetona 47,0 235,0 0,28 
Oxigenados 
Éter etílico 35,2 193,9 0,26 
Metano 46,0 -82,6 0,17 
Etano 47,6 32,3 0,20 
Etileno 49,8 9,0 0,22 
n-Propano 42,4 96,7 0,22 
n-Butano 70,6 152,0 0,23 
n-Pentano 32,9 196,0 0,23 
Hidrocarburos 
n-Hexano 30,1 234,2 0,23 
Acetonitrilo 47,7 274,8 0,25 
Piridina 56,3 347,0 0,31 Nitrogenados 
Dióxido de nitrógeno 100,0 158,3 0,27 
 
Como puede observarse en esta tabla, el campo de disolventes utilizables en 
extracción supercrítica cubre un intervalo muy amplio de temperaturas de operación y 
varía considerablemente en cuanto a la polaridad de los disolventes se refiere. 
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3.3. Modificadores 
 
En la mayoría de los casos en que se aplica la SFE, sobre todo cuando se trata de 
compuestos muy polares o de muestras ambientales, es necesaria la adición de 
disolventes al dióxido de carbono para aumentar la solubilidad del soluto en el medio 
extractor. Dichos compuestos, llamados generalmente modificadores, son por lo general 
disolventes orgánicos de uso común, que se agregan directamente a la celda de 
extracción (modo estático) o por medio de una bomba auxiliar en donde se mezclan 
previamente con el fluido antes de pasar por la muestra a extraer (modo dinámico), o 
vienen mezclados con el solvente en la botella. Es posible añadir un sinfín de sustancias 
con el objeto de aumentar la eficiencia de extracción. Con la adición de un modificador 
a un fluido supercrítico no sólo se aumentan la solubilidad del soluto a extraer, los 
coeficientes de transferencia de materia y la difusividad efectiva, sino que actúa también 
como un factor de separación entre el soluto que interacciona con la matriz y el solvente 
de extracción. El uso de modificadores es de gran ayuda para evitar pérdidas a la hora 
de la descompresión, ya que facilita la separación del soluto en el fluido supercrítico, al 
encontrarse previamente disuelto el soluto en el modificador. 
 
Actualmente no existe una teoría sólida que puede predecir satisfactoriamente el 
efecto de la adición de un modificador en la solubilidad de un soluto en una fase en 
estado supercrítico. El efecto en la eficiencia de extracción de un modificador en 
particular, debe ser ampliamente estudiado y determinado mediante observaciones 
experimentales. 
 
El uso de un modificador en SFE requiere de ciertas consideraciones por parte 
del manipulador con respecto a las condiciones de extracción. Por ejemplo, la adición 
de un disolvente en el agente extractante repercute en las propiedades físicas (punto 
crítico) de este si se compara con su estado puro. Por lo tanto, es importante poder 
reconocer la magnitud de estos cambios, para así ajustar los parámetros experimentales 
con el propósito de poder llevar a cabo una extracción en condiciones supercríticas. 
Existen trabajos citados en la bibliografía [456] en donde se describen extracciones en 
condiciones subcríticas. Es de suponer que las propiedades extractivas de los fluidos 
cambian de manera gradual alrededor del punto crítico. 
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Por otro lado, la miscibilidad de un modificador en un fluido supercrítico está 
determinada por la presión y la temperatura de extracción. La cantidad de disolvente 
que puede ser incorporada a la fase fluida estará condicionada por factores relacionados 
con su miscibilidad o no miscibilidad. Es crucial asegurarse que en las condiciones 
preestablecidas de extracción, el sistema presente una sola fase extractiva, para evitar 
complicaciones inherentes debido a los equilibrios de reparto de los solutos entre las 
diferentes fases. De esta manera, el control, la eficiencia y la reproducibilidad del 
método no se verán afectados. La presencia de un modificador en exceso repercutirá en 
una disminución en la eficiencia de la extracción. 
 
Es importante evitar reacciones colaterales entre los diferentes componentes del 
sistema soluto-matriz-fluido. La probabilidad de que esto ocurra aumenta cuando se 
incorporan modificadores al agente extractante, ya sea formando parte activa como 
reactivo o como catalizador de la misma reacción. 
 
En la actualidad se ha ampliado el uso y variedad de modificadores aplicados a 
una gama amplia de muestras, con lo que se han perfeccionado extracciones selectivas 
de productos particulares. Los modificadores polares más utilizados son: metanol, 
acetonitrilo, benceno y H2O. 
 
Cabe destacar que para la obtención de ingredientes alimentarios, sólo se 
deberían emplear como modificadores compuestos declarados GRAS (Generally 
Recognized As Safe) por las autoridades competentes en materia alimentaria como son 
la FDA (Food and Drug Administration, Estados Unidos), la FAO (Food and 
Agriculture Organization, Naciones Unidas) o la EFSA (European Food Safety 
Authority, Unión Europea), tales como el etanol y el agua.  
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3.4. EXTRACCIÓN CON FLUIDOS SUPERCRÍTICOS (SFE) 
 
3.4.1. Instrumentación 
 
La instrumentación necesaria para realizar una extracción con fluidos 
supercríticos se muestra en la Figura 22. Básicamente, el sistema de extracción consiste 
en una botella de CO2 (o de otro solvente), una bomba de alta presión, una celda de 
extracción, una zona en la que se produce la descompresión del fluido (normalmente 
llamada separadores), unos intercambiadores de calor y unos controladores de presión 
(manuales y/o automáticos). Si se utiliza modificador, se necesitaría otra bomba para el 
disolvente.  
 
Dado que los alimentos suelen ser mezclas altamente complejas, lo más habitual 
es que los extractos obtenidos también lo sean. Por ello es muy frecuente tener que 
realizar un fraccionamiento de extractos. El fraccionamiento en condiciones 
supercríticas consiste en una caída en cascada de la densidad (disminución progresiva 
del poder disolvente) con la consiguiente precipitación en cascada de los compuestos 
extraídos en los separadores donde se produce esta disminución de densidad. Para poder 
realizar fraccionamiento supercrítico se requieren, al menos, dos separadores. Además, 
si se quiere hacer una recirculación de CO2, lo único necesario sería eliminar del CO2  
en fase gas sustancias que lleve por arrastre, compuestos volátiles y humedad con filtros 
adecuados (demister o antivaho, relleno de carbón activo por ejemplo) situados a la 
salida de los separadores  y después, una vez limpio de impurezas, licuarlo con un 
intercambiador de calor (etapa de enfriado) para poder ser de nuevo bombeado. 
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Figura 22. Esquema de una planta de extracción de sólidos por fluidos supercríticos (CO2). 
CP: controlador de presión, S1: separador uno, S2: separador dos. El CO2 procedente de 
la botella es impulsado por una bomba de alta presión hasta que en la celda de extracción, 
donde se encuentra la materia prima a extraer, se alcanza la presión de trabajo. Esta 
presión es controlada por los controladores de presión (CP). La celda de extracción se 
encuentra termostatizada para poder operar en condiciones de temperatura controlada 
(superior a la TC). Los componentes de la materia prima disueltos o arrastrados por el 
CO2 precipitan en los separadores (S1, S2) debido a la disminución del poder solvente del 
CO2 al reducir la presión. En caso de que sea necesaria la adición de modificadores, éstos 
suelen mezclarse con la corriente de CO2 a “baja presión” antes de la bomba de CO2. 
 
En general, los sistemas comerciales están constituidos por bombas que permiten 
trabajar a presiones comprendidas entre 100 y 700 atm, siendo capaces de suministrar el 
fluido a presión y flujo constantes, y de mantener la presión seleccionada a lo largo de 
todo el sistema de extracción. El extractor propiamente dicho consta de una o varias 
celdas de extracción, donde se sitúa la muestra, y de un sistema adecuado que permite 
fijar y mantener la temperatura del fluido durante toda la etapa de extracción. Las 
temperaturas usuales de trabajo oscilan entre 30 y 150 ºC. El tamaño de las celdas de 
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extracción puede variar ampliamente, desde unos volúmenes típicos a escala laboratorio 
que oscilan entre 0,5 y 10 ml, hasta 0,2-0,5 L a escala planta piloto. 
 
La parte del equipo donde se produce la descompresión del fluido (separador) 
suele consistir en un simple tubo capilar de pequeño diámetro interno, metálico o de 
sílice fundida (separador fijo), o bien en una serie de válvulas micrométricas que 
permiten controlar de forma mecánica el diámetro del orificio de salida del separador 
(separador variable). La temperatura de la zona del separador también suele estar 
termostatizada con el fin de evitar que los analitos extraídos precipiten dentro de él y lo 
obturen, ya que cuando se utilizan fluidos que son gases a presión ambiente (que es lo 
más usual), la expansión de éstos durante el proceso de descompresión produce un 
fuerte enfriamiento. 
 
El diseño del sistema utilizado para recoger los analitos es un factor decisivo 
para conseguir que las extracciones sean efectivas. Este puede consistir en un simple 
vial o tubo de ensayo conteniendo un pequeño volumen de disolvente orgánico, en el 
que se hace burbujear el fluido a la salida del separador, o en sistemas más complejos, 
como aquellos que utilizan cartuchos de un material adsorbente enfriados 
criogénicamente. También existen separadores ciclónicos, que son dispositivos que se 
basan en crear un movimiento rotativo al fluido supercrítico, para que durante la 
descompresión, por fuerza centrifuga, las partículas pesadas vayan al exterior y el 
fluido, que es más liviano, vaya al interior, donde hay un tubo de drenaje. Una vez 
finalizado el proceso de extracción, los extractos obtenidos pueden pasar a ser 
analizados en el correspondiente sistema cromatográfico sin necesidad de realizar 
posteriores etapas de concentración (Off-line SFE).  
 
En SFE también existe la posibilidad de acoplar directamente el equipo de 
extracción al equipo cromatográfico utilizado para el análisis (On-line SFE). En este 
caso, los analitos extraídos son transferidos y recogidos en el «loop» de inyección, en 
una trampa técnica o adsorbente situada antes de la columna, o incluso en la misma fase 
estacionaria en la cabeza de la columna. En bibliografía pueden encontrarse descritas 
distintas aplicaciones de la técnica SFE acoplada «on-line» a cromatografía de gases 
(GC), cromatografía de liquidas de alta resolución (HPLC) y cromatografía de fluidos 
supercríticos (SFC). Esta posibilidad de acoplamiento «on-line» representa, sin duda, 
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otra ventaja de la técnica SFE frente a las extracciones convencionales, ya que permite 
una fácil automatización del proceso analítico completo. Además, el acoplamiento «on-
line» es inherentemente más sensible, ya que todo el analito extraído es introducido en 
el sistema cromatográfico.  
 
3.4.2. Tipos de extracción 
 
La extracción con fluidos supercríticos es un proceso de separación que depende 
básicamente de dos factores: transferencia de materia y equilibrio de fases [457], y al 
igual que las extracciones con disolventes líquidos, puede llevarse a cabo de forma 
estática o de forma dinámica. En la forma estática, la celda de extracción es presurizada 
con el fluido manteniendo cerrada la válvula de salida del extractor. Una vez finalizada 
la extracción, dicha válvula es abierta, pasando el fluido con los analitos extraídos al 
sistema de colección. En el modelo dinámico, el fluido en estado supercrítico se deja 
fluir de forma continua a través de la celda de extracción, manteniendo las válvulas de 
entrada y de salida del extractor abiertas durante todo el período de extracción. En este 
caso el flujo del fluido a través del sistema de extracción viene fijado, 
fundamentalmente, por la presión de trabajo y por las características del separador 
(longitud y diámetro interno en el caso de los separadores fijos). 
 
En principio, cabe pensar que la extracción dinámica dé mejores y más rápidas 
recuperaciones, ya que con esta forma de recuperación, durante todo el proceso de 
extracción, se produce la continua renovación del fluido que entra en contacto con la 
muestra, lo que hace que sea difícil que el fluido pueda llegar a saturarse. No obstante, 
el modelo estático permite una mayor penetración del fluido en los poros de la matriz de 
la muestra, así como el que se pueda alcanzar el equilibrio de reparto del analito entre la 
matriz y el fluido. Esta es la razón de que, en la práctica, las extracciones suelan llevarse 
a cabo realizando una extracción estática, a la que sigue un período de extracción 
dinámica (extracción estática/dinámica). 
 
Cuando el material de partida es sólido, la estrategia se basa en la difusión del 
CO2 supercrítico a través de la matriz sólida. En cambio, cuando el material que se 
quiere procesar es líquido o es un semisólido bombeable, el proceso que se lleva a cabo 
es una extracción en columna en contracorriente (CC-SFE), en el que el CO2 se 
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introduce por la parte inferior y la muestra por la parte superior de la columna (Figura 
23). La columna tiene en su interior un relleno que puede ser de diversos materiales y 
composición, y que sirve para aumentar el tiempo de residencia y la superficie de 
contacto de la muestra líquida con el CO2. 
 
Estos procesos se pueden llevar a cabo de forma continua, lo que supone una 
ventaja comercial [458]. En este tipo de procesos, se obtiene de este modo, un extracto 
con CO2, en la parte superior de la columna, y una mezcla de compuestos no extraídos 
por el CO2 supercrítico en la parte inferior de la columna, que recibe el nombre de 
fracción no extraída. 
 
 
Figura 23. Esquema de los procesos de extracción supercrítica de muestras sólidas y 
líquidas. 
 
Anteriormente se ha mencionado que en determinadas aplicaciones puede ser 
necesaria la utilización de fluidos supercríticos modificados. En estos casos, la forma de 
adicionar el modificador también puede ser realizada de formas diferentes. La forma 
más sencilla consiste en añadir el modificador directamente a la muestra 
inmediatamente antes de proceder a la extracción (adición estática). La otra posibilidad 
es utilizar un fluido previamente modificado (adición dinámica), el cual puede 
adquirirse en el mercado ya preparado, o bien puede prepararse «in situ», antes de 
 90 
Capítulo I. Introducción 
iniciar la extracción, utilizando una segunda bomba de presión. Esta última forma de 
adicionar el modificador presenta la ventaja de permitir trabajar con una gran variedad 
de modificadores y la posibilidad de controlar la composición de la mezcla 
fluido/modificador. 
 
3.4.3. Variables SFE 
 
Cuando se quiere desarrollar un método SFE, además de seleccionar el agente 
extractor (fluido supercrítico) adecuado para una determinada combinación 
analito/matriz, es necesario optimizar las diferentes variables que influyen en el proceso 
de extracción y en el de colección de los analitos. Las principales variables a tener en 
cuenta son: densidad del fluido (presión y/o temperatura), tipo de extracción (dinámica, 
estática), volumen y velocidad del fluido o tiempo de extracción, modificador (tipo y 
forma de adición), características de la muestra (tamaño de partícula, grado de 
humedad, etc.), tipo de separador, y sistema de colección (tipo y volumen de disolvente 
o material adsorbente y disolvente de elución, temperatura, etc.). 
 
Tradicionalmente, la elección de las condiciones de extracción ha estado 
condicionada por la presión y la temperatura a la cual el analito presentaba un valor 
máximo de solubilidad en el fluido supercrítico utilizado. Sin embargo, tanto los 
modelos teóricos desarrollados para explicar el proceso SFE a escala analítica, como 
muchos de los estudios experimentales que se han realizado, han puesto de manifiesto 
que las limitaciones que presenta esta técnica para ser aplicada a algunos 
analitos/matrices (fundamentalmente analitos polares en matrices polares) están 
determinadas, no por problemas de solubilidad del analito en el fluido supercrítico, sino 
más bien por consideraciones de tipo cinético, determinadas a su vez por la forma en la 
que el analito se encuentra inicialmente distribuido en la matriz de la muestra, y por la 
eficacia del fluido supercrítico para competir con el analito por los centros de adsorción 
de la misma. Por este motivo, la preparación de la muestra es también un parámetro  
importante para conseguir una buena transferencia de materia, la cual dependerá del 
tamaño de partícula o la estructura del material de partida si es un sólido, o del flujo de 
muestra cuando el material de partida es un líquido. 
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 En el caso de extracciones supercríticas de muestras líquidas, además de los 
factores citados anteriormente, la transferencia de materia también depende del material 
de relleno de la columna y del punto de introducción de muestra cuando se trate de un 
proceso de extracción en columna en contracorriente [458]. La relación entre el flujo de 
CO2 y el flujo de muestra de alimentación se denomina relación 
disolvente/alimentación, ó S/F (Solvent to Feed). La relación S/F es una variable que 
tiene gran relevancia en la transferencia de materia y el equilibrio de fases en procesos 
de extracción en columna en contracorriente.  
 
Controlando estos factores se pueden optimizar las condiciones de solubilidad y 
transferencia de materia y, de este modo, diseñar procesos de extracción con CO2 
supercrítico eficaces. 
 
3.4.4. Ventajas y desventajas de la extracción supercrítica 
 
Entre las ventajas de la extracción supercrítica, se encuentran las siguientes: 
 
• Operar a temperaturas bajas permite que los compuestos sensibles al calor no sean 
deteriorados durante los procesos de extracción. 
• La recuperación del soluto y del disolvente es relativamente fácil a partir de las 
soluciones supercríticas, ya que el disolvente en estado supercrítico puede recuperarse 
como un gas simplemente reduciendo la presión y/o aumentando la temperatura. 
• Los compuestos con alto punto de ebullición pueden extraerse a temperaturas 
relativamente bajas. 
• Si se separan componentes alimenticios, al utilizar disolventes no tóxicos como el 
dióxido de carbono, no quedan residuos perjudiciales. 
• En general se difunde más rápidamente a través de un disolvente supercrítico que a 
través de un disolvente líquido debido a las mejores propiedades de transporte. 
 
Entre los inconvenientes que presenta llevar a la práctica industrial un proceso 
de extracción con disolventes supercríticos se pueden citar los siguientes: 
 
• Es necesario trabajar a presión elevada y esto provoca reticencias en la industria por 
razones de mantenimiento y de seguridad. 
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• Los costes de la planta son altos y, por lo tanto, el riesgo del capital invertido también 
es alto. 
 
Tabla 10. Comparación entre la extracción con CO2 supercrítico  y la extracción con disolventes 
Extracción con disolventes  Extracción supercrítica 
1) Uso de altas temperaturas  Posibilidad de trabajar a bajas temperaturas 
(entre 40-80 º C) 
 
2) La muestra está en contacto con el 
oxígeno del aire, pudiéndose oxidar 
 Protección contra el oxígeno y minimización 
de riesgos de oxidación de la muestra 
 
3) Altos tiempos de extracción  Rapidez de extracción  
 
4) La presencia de disolventes es 
inevitable. El nivel de residuo (en general 
ppm) del disolvente depende del tipo de 
solvente utilizado 
 
 Totalmente libre de disolventes y, por lo 
tanto, muy pura 
5) La presencia de metales pesados es 
inevitable y depende de la solvencia, el 
método de reciclaje de solventes, el origen 
de la materia prima y el material utilizado 
para construir las piezas de contacto de la 
máquina  
 
 Totalmente libre de metales pesados, ya que 
no son extraíbles, incluso si están presentes 
en la materia prima. No hay metales pesados 
en el CO2 o en el equipo  
6) El contenido de sales inorgánicas no se 
puede evitar, utilizando el mismo concepto 
anterior  
 
 Totalmente libre de sales inorgánicas, 
utilizando la misma explicación anterior 
7) Las sustancias polares se disuelven junto 
con las sustancias lipofílicas de la materia 
prima debido a la poca selectividad del 
disolvente.  
Durante las operaciones de separación del 
disolvente, se pueden formar artefactos 
(polímeros polares) que conducen a la 
decoloración de la extracción, dando un 
aspecto distinto de los componentes 
 El CO2 es altamente selectivo para las 
sustancias apolares y no existe la posibilidad 
de que las sustancias formen polímeros 
polares u otros artefactos 
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básicos de la materia prima, siendo más un 
extracto “pseudo-natural” 
 
8) Se extraen tanto los compuestos polares 
como los apolares 
 
 Sólo se extraen los compuestos no polares (a 
menos que se añada un modificador) 
9) La separación del disolvente y la 
concentración del extracto requieren 
unidades de operación adicionales que 
resultan en mayores costos y una menor 
recuperación de material útil 
 
 No se necesitan unidades de operación extras 
y el rendimiento de los productos es muy 
alto 
 
 
3.4.5. Aplicaciones a escala industrial 
 
Los fluidos supercríticos se están utilizando a escala industrial principalmente en 
los sectores agroalimentario, químico, farmacéutico y cosmético [459, 460]. Entre otras 
aplicaciones se dirigen a la obtención de extractos herbales a partir de plantas 
aromáticas (romero, tomillo, etc.) [461-463], extractos para colorantes alimentarios 
[464], aceites esenciales [465] y lípidos vegetales [464, 466], extracto de lúpulo [467], 
antioxidantes [468, 469], etc.; el fraccionamiento de bebidas para desalcoholización 
[470], la mejora de propiedades de alimentos (desgrasado de alimentos, extracción de 
colesterol de aceites, carnes y lácteos...) [471-473], la descafeinización del café y el té 
[474, 475], la recuperación de la nicotina del tabaco [476], la obtención de principios 
activos [477], operaciones de desinfección y esterilización [478], impregnación [479], 
microencapsulación [480], el fraccionamiento de productos pesados del petróleo [481], 
eliminación de pesticidas en plantas y alimentos [482, 483], eliminación de hexano de 
diversas sustancias [484], teñido de tejidos [485], etc. 
 
Se trata, por lo tanto, de una tecnología puntera con grandes posibilidades, ya 
que es una nueva vía para la obtención de productos de origen natural; permite la 
adaptación de nuevos productos de calidad con alto valor adecuados a los hábitos de 
consumo; posibilita el desarrollo de nuevos procesos no contaminantes e inicia el 
desarrollo de un sector terciario dirigido hacia la nueva tecnología. 
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Japón y EE.UU. ya están incorporando en sus legislaciones normas que hacen 
referencia directa o indirecta a prohibiciones sobre el uso de ciertos disolventes 
orgánicos en los procesos de extracción y de purificación. Esta circunstancia ya está 
incidiendo de manera significativa en aquellas empresas españolas con vocación 
exportadora hacia dichos países.  
             
Pese a su demanda creciente y utilización en otros países como EE.UU. o Japón, 
en España todavía es una tecnología en gran medida desconocida por la industria y 
algunas de las empresas que la utilizan (por ejemplo: Solutex, Altex) contratan estos 
servicios en otros países ante la carencia de oferta tecnológica en fluidos supercríticos 
en nuestro país.  
 
No obstante, la industria española en estos sectores está realizando importantes 
avances en esta dirección, ya que, por una parte, cada vez se conocen más los resultados 
negativos que determinados procesos industriales convencionales, y por otra, son más 
conscientes de la necesidad de dar respuesta a los requerimientos actuales de los 
consumidores y la legislación (RD. 2667/1998, relativo a los disolventes de extracción). 
 
3.5. Otras aplicaciones de los fluidos supercríticos 
 
Como se ha descrito anteriormente, la principal aplicación de los fluidos 
supercríticos es su empleo como técnica de extracción y fraccionamiento, pero además, 
los fluidos en condiciones sub- y supercríticas pueden tener otras aplicaciones, tanto 
industriales como experimentales: 
 
• Una de las aplicaciones con mayor desarrollo de los fluidos supercríticos es la 
cromatografía supercrítica (SFC), como técnica analítica y de purificación. La SFC es 
un tipo de cromatografía en la que la fase móvil es un fluido supercrítico, generalmente 
CO2. Las propiedades disolventes de los fluidos supercríticos permiten la disolución 
selectiva de los analitos al variar la densidad del fluido supercrítico, determinada por su 
presión y temperatura. La fuerza disolvente de la fase móvil puede también modificarse 
mediante la adición de un segundo eluyente o modificador.  
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La SFC presenta una serie de ventajas sobre las técnicas cromatográficas 
convencionales (GC y HPLC). Comparada con HPLC, la SFC proporciona separaciones 
rápidas sin emplear disolventes orgánicos (ausencia de residuos tóxicos). Además, las 
separaciones en SFC son más rápidas que las obtenidas por HPLC debido a que los 
coeficientes de difusión de los solutos en el fluido supercrítico son del orden de diez 
veces superiores a los de los líquidos. Esto tiene como resultado una disminución en la 
resistencia a la transferencia de materia en la columna, permitiendo una más rápida y 
mejor resolución en la separación. Comparada con la GC, la SFC capilar proporciona 
una mayor resolución a temperaturas mucho más bajas que las empleadas en GC, lo que 
da lugar a análisis en cortos periodos de tiempo de compuestos termolábiles. 
 
Es en el campo de la industria farmacéutica donde la SFC analítica ha tenido un 
mayor desarrollo, ya que proporcionar separaciones en aproximadamente un tercio del 
tiempo empleado en HPLC en fase inversa [486]. También se emplea a escala 
preparativa (Prep-SFC), y permite de manera eficaz la obtención de compuestos puros. 
El interés de la Prep-SFC se basa en la facilidad de recuperar los compuestos aislados 
mediante una simple descompresión en la que se elimina espontáneamente la fase móvil 
[487]. 
 
La SFC se ha aplicado en el análisis y purificación de una gran variedad de 
compuestos [488], incluidos productos naturales, medicamentos, alimentos, plaguicidas, 
herbicidas, surfactantes, polímeros y aditivos para polímeros, combustibles fósiles, 
petróleo, explosivos y propulsores.  
 
• Los fluidos supercríticos se están usando como medio de reacción en la síntesis 
orgánica de diversos productos, sobre todo en el campo de la química orgánica [489], 
pero  también en el campo de la catálisis enzimática [490, 491] (las tasas de 
transferencia de materia son mayores que con disolventes líquidos y, además, se pueden 
integrar los procesos de catálisis y fraccionamiento). Un ejemplo sería la 
transesterificación de aceite de colza [492] y de soja [493] para la producción de 
biodiésel en metanol supercrítico. 
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• Los fluidos supercríticos se pueden utilizar también en la preparación de aerogeles, ya 
que, debido a su baja tensión superficial, permiten el secado del gel manteniendo su 
estructura [494]. Estas estructuras se pueden usar para la inmovilización de diferentes 
catalizadores. Se emplean en catálisis orgánica, inorgánica y enzimática [495]. 
 
• Se emplean en nuevos procesos de extrusión que permiten el uso de ingredientes 
termolábiles como proteínas del suero, vitaminas o compuestos aromáticos [496], sobre 
todo para la producción de nuevos alimentos funcionales. 
 
• Uno de los nuevos usos que se le están dando a los fluidos supercríticos es la 
cristalización supercrítica, sobre todo por parte de la industria farmacéutica para el 
diseño de partículas apropiadas para una administración por vía inhalatoria o parenteral. 
 
Hay diferentes métodos para llevar a cabo la precipitación supercrítica, como 
son la RESS (rapid expansion of a supercritical solution) [497], SAS (solvent-
antisolvent) [498, 499], atomización supercrítica o la encapsulación supercrítica [500, 
501]. 
 
 
4.  INTRODUCCION A LA BIOCATALISIS 
 
La afirmación de que la biocatálisis es de gran importancia parece trivial ante el 
hecho de que biocatálisis es el requisito previo para cualquier tipo de vida. La 
aplicación de la biocatálisis tiene una larga tradición, si se incluye el empleo 
involuntario de los procesos que subyacen en los tiempos antiguos, por ejemplo, la 
fermentación en relación con la fabricación de la cerveza o la cocción de pan. En 
nuestros días, los resultados de nuevas investigaciones en ingeniería genética, y el 
descubrimiento de gran cantidad de nuevas enzimas, ha permitido el desarrollo de 
procesos de biocatálisis con mayor productividad, estabilidad, precisión y facilidad de 
uso y, hoy en día, se pueden encontrar cada vez más enzimas que pueden catalizar casi 
cualquier reacción de química orgánica [502]. Los avances modernos en medicina, 
farmacia, productos nutricionales, análisis, tecnología medioambiental y otros, son 
inconcebibles sin los resultados innovadores de la investigación en biocatálisis.  
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4.1. ENZIMAS 
Las enzimas son sustancias de naturaleza proteica que catalizan reacciones 
químicas, siempre que sea termodinámicamente posible. En estas reacciones, las 
moléculas sobre las que actúa la enzima en el comienzo del proceso son llamadas 
sustratos, y estas los convierten en diferentes moléculas, los productos (Figura 24). Casi 
todos los procesos en las células necesitan enzimas para que ocurran en tasas 
significativas. Generalmente, las enzimas se nombran añadiendo la terminación "asa" a 
la raíz del nombre de la sustancia sobre la que actúan.  
 
Enzima
Sustratos
Complejo 
enzima-sustrato
Producto
Estado de 
transición
 
Figura 24. Ejemplo de catálisis enzimática. 
 
Como todos los catalizadores, las enzimas funcionan disminuyendo la energía de 
activación (ΔG‡) para una reacción (se entiende por "energía de activación" al valor de 
la energía que es necesario aplicar para que dos moléculas determinadas colisionen y se 
produzca una reacción química entre ellas), así se acelera substancialmente la tasa de la 
reacción (Figura 25). Las enzimas no alteran el balance energético de las reacciones en 
que intervienen, ni modifican, por lo tanto, el equilibrio de la reacción, pero consiguen 
acelerar el proceso incluso millones de veces. Una reacción que se produce bajo el 
control de una enzima, o de un catalizador en general, alcanza el equilibrio mucho más 
deprisa que la correspondiente reacción no catalizada. 
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Progreso de la reacción
En
er
gí
a 
lib
re
 (G
)
Energía de activación (Ea) sin enzima
Energía de activación (Ea) con enzima
Energía de los 
reactivos
Energía de los productos
Cambio en la 
energía libre (∆G)En
er
gí
a 
lib
re
 (G
)
 
Figura 25. Gráfica de las energías de las diferentes fases de una reacción química. Los 
sustratos precisan mucha energía para alcanzar el estado de transición, pero una vez 
alcanzado, se transforman en productos. La enzima estabiliza el estado de transición, 
reduciendo la energía necesaria para formar los productos. 
Al igual que ocurre con otros catalizadores, las enzimas no son consumidas por 
las reacciones que ellas catalizan, ni alteran su equilibrio químico. Sin embargo, las 
enzimas difieren de otros catalizadores por ser más específicas. 
La actividad de las enzimas puede ser afectada por otras moléculas. Las 
inhibidoras son moléculas que disminuyen la actividad de las enzimas; mientras que las 
activadoras son moléculas que incrementan la actividad. Asimismo, gran cantidad de 
enzimas requieren de cofactores para su actividad. Muchas drogas o fármacos son 
moléculas inhibidoras. La actividad es afectada por la temperatura, el pH, la 
concentración del sustrato y otros factores físicoquímicos [502]. 
Las enzimas para la biocatálisis pueden usarse de varias maneras, pueden ser del 
tipo salvaje, recombinadas, o genéticamente modificadas para incrementar su actividad 
o especificidad. Una o más enzimas que llevan a cabo los pasos sintéticos requeridos 
pueden estar presentes en las células completas de un microorganismo y actuar 
simultáneamente sin interferencias. El microorganismo involucrado puede estar en 
pleno crecimiento, en fase estacionaria o inmovilizado. Alternativamente, las enzimas 
libres pueden estar en solución, en un reactor de membrana, como suspensión, “cross-
linked” o inmovilizadas. El medio de reacción puede ser acuoso, orgánico o en dos fases  
[503-506]. 
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4.1.1. Estructura y mecanismo 
Las enzimas son generalmente proteínas globulares que pueden presentar tamaños 
muy variables. Las actividades de las enzimas vienen determinadas por su estructura 
tridimensional [507]. Casi todas las enzimas son mucho más grandes que los sustratos 
donde actúan, y solo una pequeña parte de la enzima (alrededor de 3 a 4 aminoácidos) 
están directamente involucrados en la catálisis [507]. La región que contiene estos 
residuos encargados de catalizar la reacción es conocida como centro activo. Las 
enzimas también pueden contener sitios con la capacidad de unir cofactores, necesarios 
a veces en el proceso de catálisis, o de unir pequeñas moléculas, como los sustratos o 
productos (directos o indirectos) de la reacción catalizada. Estas uniones pueden 
incrementar o disminuir la actividad enzimática, dando lugar así una regulación por  
retroalimentación (negativa: producida por acumulación de producto;  positiva: 
inducida por sustratos o cofactores). 
Al igual que las demás proteínas, las enzimas se componen de una cadena lineal 
de aminoácidos que se pliegan durante el proceso de traducción para dar lugar a una 
estructura terciaria tridimensional de la enzima, susceptible de presentar actividad. Cada 
secuencia de aminoácidos es única y por tanto da lugar a una estructura única, con 
propiedades únicas. En ocasiones, proteínas individuales pueden unirse a otras proteínas 
para formar complejos, en lo que se denomina estructura cuaternaria de las proteínas. 
La mayoría de las enzimas, al igual que el resto de proteínas, pueden ser 
desnaturalizadas si se ven sometidas a agentes desnaturalizantes como el calor, los pHs 
extremos o ciertos compuestos como el SDS. Estos agentes destruyen la estructura 
terciaria de las proteínas de forma reversible o irreversible, dependiendo de la enzima. 
4.1.2. Especificidad  
Las enzimas suelen ser muy específicas tanto del tipo de reacción que catalizan 
como del sustrato involucrado en la reacción. La forma, la carga y las características 
hidrofílicas/hidrofóbicas de las enzimas y los sustratos son los responsables de dicha 
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especificidad. Las enzimas también pueden mostrar un elevado grado de 
estereoselectividad, regioselectividad y quimioselectividad6 [508]. 
4.1.3. Ventajas y desventajas de la biocatálisis 
Ventajas 
Las ventajas que los procedimientos biocatalíticos tienen sobre los químicos se 
basan en que las reacciones catalizadas por enzimas son frecuentemente más regio-, 
quimio- y estereoselectivas, además de llevarse a cabo en condiciones seguras y  muy 
benignas desde el punto de vista medio-ambiental (Tabla 11). Aquí sería pertinente 
definir que las biotransformaciones involucradas en los procesos biocatalíticos, son 
conversiones de sustratos naturales y/o no naturales para las enzimas, ya sean aisladas o 
presentes en los microorganismos que las contienen. 
 
La quiralidad es un factor determinante en la eficacia de muchos fármacos, 
agroquímicos y aditivos para alimentos, ya que de ello depende su actividad biológica, 
por ello la producción de un solo enantiómero de estos compuestos quirales es muy 
importante en la industria agroquímica, de alimentos y especialmente farmacéutica 
[509]. 
Tabla 11. Ventajas y desventajas de la biocatálisis 
Ventajas Desventajas 
 Catálisis muy eficiente de las reacciones 
químicas más conocidas. 
 Alta regio- y estereoselectividad. 
 Condiciones de reacción suaves y, por lo 
tanto, bajo consumo de energía. 
 Bajas cantidades de subproductos. 
 Los catalizadores son biodegradables. 
 La preparación a gran escala es posible a 
través de la fermentación (enzimas 
microbianas). 
 La reutilización es posible 
(inmovilización). 
 Los biocatalizadores, en cierta manera, 
pueden diseñarse. 
 No son tóxicos si se aplican correctamente. 
 Las moléculas de proteína son bastante 
inestables en medios acuosos. 
 Pueden ser inactivados por: 
- altas temperaturas 
- valores de pH extremos 
- altas concentraciones de sales 
- disolventes orgánicos (polares) 
 Se pueden inactivar a través de inhibición por: 
- sustrato 
- producto 
- iones metálicos 
- inhibidores 
- muchas enzimas dependen de 
cofactores 
- posibles reacciones alérgicas 
                                                 
6 Quimioselectividad: la capacidad de distinguir y actuar en un subconjunto de compuestos 
dentro de un gran grupo de compuestos químicamente relacionados. 
Estereoselectividad: la capacidad de actuar en un único enantiómero o diastereómero 
selectivamente. 
Regioselectividad: la capacidad de actuar en un lugar de una molécula de forma selectiva. 
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Aunque la principal aplicación de las biotransformaciones en síntesis orgánica 
está en la preparación de compuestos enantiopuros, estas también se usan para efectuar 
transformaciones de grupos funcionales aquirales; ya que las biotransformaciones se 
llevan a cabo generalmente a temperatura ambiente y presión atmosférica, evitándose 
con ello el uso de condiciones de reacción extremas, las cuales pudieran causar 
isomerizaciones, racemizaciones, epimerizaciones o transposiciones. Las 
biotransformaciones también encuentran aplicación en la preparación de algunos 
compuestos en los que la transformación química es, hasta ahora, imposible. 
 
Adicionalmente, cuando el biocatalizador, microorganismos o enzimas aisladas, 
están inmovilizados se pueden reciclar varias veces sin pérdida significativa de sus 
propiedades catalíticas. Además, la biocatálisis no es una tecnología excluyente, ya que 
se puede combinar con la catálisis química o ser empleada en otros procesos 
biotecnológicos. 
 
Por otro lado, con los avances en la ingeniería genética, las enzimas pueden 
sobreexpresarse haciendo los procesos biocatalíticos más económicos y eficientes; 
además los avances en la modificación estructural de las enzimas permite la creación de 
nuevas moléculas proteicas con actividades catalíticas hechas a la medida de las 
necesidades, por ejemplo la preparación de enzimas termoestables o estables a cierto 
pH, por medio de la mutagénesis aleatoria o dirigida. 
 
Cabe destacar que los objetivos presentes del procesado industrial son conseguir 
una “química verde”, “desarrollo sostenible” y “procesos respetuosos con el medio 
ambiente”. Estas condiciones son cada vez más importantes en la actualidad y rigen la 
actividad industrial en una gran parte del mundo. Estos objetivos son mucho más 
difíciles de lograr sin la disponibilidad de la biocatálisis, que tolera y requiere estas 
condiciones o premisas [510], considerándose procesos de química verde o procesos 
GRAS (Generally Recognized As Safe), ya que reducen o eliminan el uso y generación 
de sustancias peligrosas (Tabla 12). 
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Tabla 12. Principios de la química verde (fuente: [511])  
 
Principios de la química verde Notas 
1. Prevenir la formación de residuos antes de 
tratarlos o limpiarlos después de su 
formación. 
2. Los métodos de síntesis se deben diseñar 
para maximizar la incorporación de todos 
los materiales usados en el proceso en el 
producto final. 
3. En la medida de lo posible, los métodos de 
síntesis se deben elegir para usar y 
generar sustancias que tengan baja o nula 
toxicidad para la salud humana y el medio 
ambiente. 
 
4. Los productos químicos se deben elegir para 
mantener la eficacia de su función 
mientras se reduce la toxicidad. 
5. Se debe evitar, en la medida de lo posible, el 
uso de sustancias adicionales (disolventes, 
agentes de separación, etc.) y deben ser 
inocuas cuando sea necesario su uso. 
6. Los requerimientos energéticos de los 
procesos deben ser minimizados. Los 
métodos de síntesis se deben llevar a cabo 
en condiciones de presión y temperatura 
ambiente. 
7. Los materiales de partida deben ser 
renovables cuando sea técnica y 
económicamente posible. 
8. Deben evitarse, cuando sea posible, procesos 
de derivatización (bloqueo de grupos, 
protección/desprotección o modificaciones 
temporales de procesos químico-físicos). 
 
9. Se emplearán catalizadores (lo más 
selectivos posibles), reutilizables en lo 
posible, en lugar de reactivos 
estequiométricos. 
10. Los productos químicos deben ser elegidos 
para que, al finalizar su función, no 
permanezcan en el medio ambiente y no 
afecten a la degradación inocua de los 
productos. 
11. Los métodos analíticos deben permitir la 
supervisión de los procesos en tiempo real, 
para que exista control antes de que se 
produzcan sustancias peligrosas. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Los biocatalizadores son productos 
naturales, sin problemas de toxicidad 
inherente 
 
 
 
 
 
 
 
Los biocatalizadores se suelen emplear en 
medios acuosos 
 
 
La  mayoría de los biocatalizadores 
trabajan tanto a temperatura como a 
presión ambiente, y en condiciones 
suaves de pH (entre 5-9). 
 
 
Los biocatalizadores se están investigando 
intensivamente para su aplicación en 
procesos renovables 
 
Los biocatalizadores son, a menudo, 
regio- y estereoselectivos, obviando la 
necesidad de pasos de protección / 
desprotección  
 
 
Los biocatalizadores son selectivos y 
reutilizables (sobre todo si están 
inmovilizados) 
 
Los biocatalizadores son, por su 
naturaleza, biodegradables después de 
su uso (siempre que no estén 
inmovilizados en un soporte no 
biodegradable) 
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12. Las sustancias empleadas en los procesos 
químicos no deben tener peligro potencial 
para provocar accidentes como escapes de 
gas, explosiones o fuego. 
 
Una vez más, el uso de biocatalizadores 
reduce el riesgo de estos peligros 
 
Desventajas  
Sin embargo, las enzimas se han ido optimizando, a través de la evolución 
biológica, para trabajar dentro de complejos ciclos metabólicos sometidos a múltiples 
niveles de regulación y por ello la mayoría de las veces las enzimas no  poseen todas las 
propiedades necesarias para su implantación como catalizadores en reactores 
industriales. Las principales desventajas de la biocatálisis enzimática son: 
 
- Las enzimas son inestables en determinados medios de reacción.  
 
Las enzimas son catalizadores solubles, generalmente inestables a altas 
temperaturas (>60ºC) y valores de pH extremos, y muy a menudo altamente inhibidos 
por altas concentraciones de sustratos y productos de reacción. En este sentido, 
mantener la integridad de la proteína es la clave para mantener la actividad catalítica. 
 
A pesar de esto, hay numerosos ejemplos de enzimas (aspartasas, lipasas, 
amidasas, etc.), sobre todo inmovilizadas, que muestran una gran estabilidad en 
condiciones operacionales, presentando vidas medias de semanas e incluso meses [504]. 
Además, el desarrollo de enzimas termoestables a partir del aislamiento de organismos 
termófilos o por evolución dirigida [512], promete crear catalizadores aún más robustos 
para aplicaciones industriales. 
 
- Los procesos son más lentos y menos productivos que los procesos químicos 
tradicionales. 
 
A menudo se asume que las enzimas y los procesos biocatalíticos tienen una baja 
productividad en volumen, pudiéndose encontrar muchas citas a este efecto en la 
literatura. Esta creencia surge, probablemente, por el paralelismo con los procesos de 
fermentación, donde las productividades volumétricas son casi siempre menos de 1 g / 
L / h. Sin embargo, un proceso de fermentación suele implicar la biosíntesis de un 
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metabolito a partir de azúcares y otras materias primas fundamentales, a través de rutas 
metabólicas complejas de varias etapas. 
 
Si consideramos solo las transformaciones enzimáticas, la situación es más 
simple, y el resultado puede ser muy diferente. Hay procesos biocatalíticos donde se han 
logrado productividades de decenas o incluso cientos de gramos por litro de producto 
por hora mediante procesos de inmovilización de enzimas. Algunos ejemplos de estos  
procesos altamente productivos incluyen la producción de ácido L-aspártico por 
aspartasa inmovilizada, la producción de L-fenilalanina mediante una amidasa o una 
transaminasas, la producción de L-leucina utilizando terc-leucina deshidrogenasa en un 
reactor de membrana y la producción de ácido 2-cloropropiónico en una esterificación 
catalizada por lipasa [513]. 
 
 Además, actualmente los sistemas enzimáticos pueden modificarse. En los 
últimos años el concepto de ingeniería de enzimas (enzyme engineering) es muy común, 
y está siendo ampliamente utilizado. Consiste básicamente en la modificación de 
enzimas, acrecentando sus capacidades catalíticas, modificando sus estructuras con el 
fin de hacerlas mas productivas o mas controlables. Se define como la mutación de 
proteínas cuyo fin es, esencialmente, modificar la actividad de la enzima, su pH óptimo 
o su estabilidad [514]. Con este fin, se cambian secuencias de la enzima, pasando desde 
un solo aminoácido hasta una secuencia completa.  
 
- No existen enzimas suficientes que catalicen todas las reacciones deseadas a 
partir de sustratos disponibles 
 
Se estima que de las 25000 enzimas presentes en la naturaleza, solo unas 3800 
han sido caracterizadas, y de estas, sólo 400 (principalmente hidrolasas, transferasas y 
oxidoreductasas) tienen potencial desde el punto de vista comercial. Debido a sus 
múltiples cualidades, la demanda de enzimas crece año a año y no es posible cubrirla.  
 
Además, en muchas ocasiones las enzimas no presentan las propiedades de 
actividad, y selectividad optimas cuando deseamos que catalicen procesos diferentes de 
los naturales (p.e. síntesis, transesterificación, etc. en lugar de hidrólisis) sobre 
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substratos sintéticos y en condiciones de reacción no-convencionales (pe. en presencia 
de codisolventes orgánicos).  
 
No obstante, las 3800 enzimas conocidas pueden catalizar casi cualquier 
reacción, pero sucede que muchas veces no están bien caracterizadas, registradas o no 
están comercialmente disponibles. Como se expuso anteriormente, los avances en la 
ingeniería genética y de enzimas están permitiendo que se produzcan enzimas de forma 
barata, con una mayor eficacia y enfocadas a un determinado proceso. El diseño 
específico de enzimas abre nuevas e infinitas posibilidades, sobre todo para su uso a 
nivel industrial. En teoría se podrían obtener enzimas que virtualmente fueran capaces 
de realizar cualquier tipo de proceso que se realice por vía química. Por ejemplo, se 
podrían perfectamente crear sistemas enzimáticos capaces de degradar polímeros cuya 
estructura no permitía anteriormente su degradación. En este sentido, la tecnología 
biocatalítica mejora a ritmo constante y este inconveniente cada día lo es menos.  
 
 - Las enzimas son caras 
 
A primera vista, esta afirmación parece ser casi irrefutable. Las enzimas son, 
generalmente hablando, caros en precio por mol o por unidad de peso. Sin embargo, el 
costo a considerar en biocatálisis no es el costo de la enzima en sí, sino más bien, la 
contribución de la enzima al costo del producto final.  
 
Por ejemplo, la contribución a los gastos de una de las transaminasas para la 
producción de p-fluoro-L-fenilalanina, que puede tener un precio de venta de 450 € por 
kilogramo o más, es de sólo 15–25 € por kg; la contribución al gasto de la penicilina-
amidasa en la producción de la penicilina G es de sólo 1€ por kg; y la contribución de la 
aspartasa en la producción de ácido L-aspártico es menos de 0,10 € por kg. 
 
Además, el precio de los biocatalizadores se ha reducido notablemente en los 
últimos 10 años, debido a la optimización de su producción por parte de las empresas.  
 
Así pues, a pesar de sus extraordinarias propiedades,  las enzimas (y los procesos 
enzimáticos) necesitan generalmente ser mejoradas antes de que pueda procederse a su 
utilización industrial como catalizadores de química sostenible. 
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4.1.4. Aplicaciones industriales de las enzimas 
 
La industria de las enzimas como la conocemos hoy en día es el resultado de un 
rápido desarrollo, sobre todo en los últimos cuatro decenios, gracias a la evolución de la 
biotecnología moderna. Las enzimas presentes en la naturaleza se han utilizado desde 
tiempos antiguos en la producción de productos alimenticios, tales como queso, masa 
madre, cerveza, vino y vinagre, y en la fabricación de productos como el cuero, índigo y 
lino. Pero en estos procesos se utilizan microorganismos y no enzimas en una forma 
pura o bien caracterizada. El desarrollo de los procesos de fermentación durante la 
última parte del siglo pasado, destinadas específicamente a la producción de enzimas 
por el uso de cepas seleccionadas, hizo posible la fabricación de enzimas como 
purificados, preparados bien caracterizados, incluso a gran escala. Este desarrollo ha 
permitido la introducción de enzimas en los productos y procesos industriales, por 
ejemplo, en los detergentes, los textiles y las industrias de almidón. El uso de la 
tecnología genética recombinante ha mejorado aún más los procesos de fabricación y ha 
permitido la comercialización de las enzimas que anteriormente no se podían producir. 
Además, los últimos avances en la biotecnología moderna, la introducción de la 
ingeniería de proteínas y la evolución dirigida, también han revolucionado el desarrollo 
de enzimas industriales. Estos avances han hecho posible proporcionar que enzimas 
nuevas a medida y adaptadas a las condiciones del nuevo proceso, permitiendo una 
mayor expansión de su uso industrial. El resultado es una industria altamente 
diversificada, que sigue creciendo tanto en términos de tamaño y complejidad (Tabla 
13).  
 
Tabla 13. Enzimas usadas en varios segmentos industriales y sus aplicaciones. 
 
Industria Clase de enzima Aplicación 
 Proteasa   Eliminación de manchas de proteína   
 Amilasa  Eliminación de manchas de almidón 
 Lipasa  Eliminación de manchas de lípidos  
 Celulasa Limpieza, aclarado de color, anti-
redeposición (algodón)  
 Detergentes 
(lavandería y lavado de 
platos)   
   
   
   
   
 Mananasa   Eliminación de manchas de mananos  
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 Amilasa  Licuefacción y sacarificación del almidón  
 Amiloglucosidasa   Sacarificación 
 Pululanasa   Sacarificación 
 Glucosa isomerasa   Conversión de glucosa a fructosa  
 Ciclodextrin-glicosiltransferasa  Producción  de ciclodextrina 
 Xilanasa   Reducción de la viscosidad (combustible y 
almidón) 
 Almidón y 
combustibles   
   
   
   
   
   
   
 Proteasa  Proteasa (nutrición de la levadura – 
combustible)   
 Proteasa  Coagulación de la leche, fórmulas infantiles 
(poco alergénicas), sabor 
 Lipasa   Sabor a queso   
 Lactasa    Eliminación de la lactosa (leche)   
 Pectin metil esterasa    Reafirmantes de productos a base de frutas   
 Pectinasa    Productos a base de frutas   
Alimentos (incluido 
productos lácteos)   
   
   
   
   
   
 Transglutaminasa   Modificar las propiedades visco-elásticas   
 Amilasa   Suavidad y volumen del pan, ajustes de la 
harina  
 Xilanasa   Acondicionado de la masa   
 Lipasa  Estabilidad y acondicionado de la masa  
(emulsionante in situ)   
 Fosfolipasa Estabilidad y acondicionado de la masa  
(emulsionante in situ)   
 Glucosa oxidasa  Fortalecimiento de la masa 
 Lipoxigenasa  Fortalecimiento de la masa, blanqueo del pan  
 Proteasa Pastas, galletas   
 Horneado 
   
   
   
   
   
   
   
 Transglutaminasa  Masa laminada resistente   
 Fitasa Digestibilidad del fitato-liberación de fósforo  
 Xilanasa   Digestibilidad 
 Alimentación animal   
   
   β-glucanasa Digestibilidad 
 Pectinasa   Despectinización, maceración  
 Amilasa Tratamiento de zumos, cerveza baja en 
calorías   
β-glucanasa Maceración 
 Acetolactato decarboxilasa  Maduración (cerveza)   
 Bebidas   
   
   
   
   
 Lacasa   Clarificación (zumos), sabor (cerveza), 
tratamiento del tapón de corcho   
 Textil   Celulasa   Acabado de vaqueros, ablandamiento del 
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algodón  
 Pectato liasa Desgrasado 
 Catalasa   Acabado decolorado   
 Lacasa   Blanqueamiento   
   
   
   
   
    Peroxidasa  Eliminación de exceso de colorante   
 Lipasa   Control de resinas, control de contaminantes  
 Proteasa   Eliminación de biopelículas bacterianas   
 Amilasa   Revestimiento de fécula,  destintado, mejora 
del drenaje 
 Xilanasa   Impulsar el blanqueado   
 Pulpa y papel   
   
   
   
   
 Celulasa  Destintado, mejora del drenaje, modificación 
de la fibra   
 Lipasa   Transesterificación    Grasas y aceites   
    Fosfolipasa Desgomado, producción de lisolecitina   
 Lipasa Resolución de alcoholes quirales y amidas 
 Acilasa   Síntesis de penicilina  semi-sintética 
 Síntesis orgánica   
   
    Nitrilasa   Síntesis de ácidos carboxilicos enantiopuros 
 Proteasa  Unhearing, bating  (hacer el cuero flexible)  Piel 
    Lipasa  Decapado (tratamiento previo a la aplicación 
de pintura) 
 Amiloglucosidasa   Antimicrobiano (combinado con la glucosa 
oxidasa)   
 Glucosa oxidasa   Blanqueamiento, antimicrobiano 
 Cuidado personal   
   
   
 Peroxidasa   Antimicrobiano   
 
Además, debido a la creciente preocupación por el medio ambiente y la 
reducción de costes, la biotecnología está ganando terreno rápidamente, debido a las 
diversas ventajas que ofrece frente a las tecnologías convencionales. El campo de las 
enzimas industriales está experimentando grandes iniciativas de I + D, lo que resulta 
tanto en el desarrollo de una serie de nuevos productos, como en la mejora de procesos 
y rendimientos de varios productos ya existentes. Según un informe de Business 
Communications Company, Inc. el mercado mundial de enzimas industriales en 2009 se 
estimó en  2,4 mil millones de $ y se espera que aumente, con una tasa media de 
crecimiento anual del 3,3%, a 2,7 mil millones de $ en 2012. El crecimiento anual en 
volumen de enzimas industriales es de entre un 4% y un 5%, y se acompaña de una 
reducción de precios. Las enzimas técnicas, como las usadas en los detergentes y en la 
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fabricación de pulpa y papel, entre otros, son el segmento más grande, con una cuota 
total del 52%, presentando, en general, con un crecimiento paralelo al resto del 
mercado.  
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Figura 26. Mercado mundial de las enzimas por sectores de aplicación hasta 2009 (en 
millones de dólares). Fuente: Business Communications Company, Inc. 
 
 
4.1.5.  Lipasas  
 
Las lipasas (acilglicerolhidrolasas E.C. 3.1.1.3) son enzimas que actúan como 
catalizadores en reacciones lipolíticas (catabolismo de grasas y aceites) a través de la 
hidrólisis de los enlaces éster de acilgliceroles [515-518]. Pueden catalizar tanto la 
hidrólisis (en medio acuoso) como la síntesis (sistemas con reducido contenido en agua) 
de acilgliceroles (Figura 27). Estas reacciones suelen proceder con alta regio y/o 
enantioselectividad, convirtiendo a las lipasas un importante grupo de biocatalizadores 
en química orgánica. Las razones del enorme potencial biotecnológico de lipasas 
microbianas se deben a que: 
 
 son estable en disolventes orgánicos 
 no requieren de cofactores  
 poseen gran especificidad de sustrato  
 muestran una alta enantioselectividad 
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3 R’COOH +   ROH
+ 3 H2O
RCOOR’ +    3 H2O
Hidrólisis
Síntesis
TAG Glicerina 3 AG
Síntesis:
Esterificación
Interesterificación
Alcoholisis
Acidolisis
RCOOR’ +  R”COOR*
RCOOR’ +  R”OH
RCOOR’ +  R”COOH
RCOOR*     +    R”COOR’
RCOOR” +    R’OH
RCOOR” +    R’COOH
 
Figura 27. Esquema de las principales reacciones catalizadas por lipasas. 
 
 
Las lipasas in vivo se activan adsorbidas sobre una interfase oleo-acuosa, 
“activación interfacial”. La mayoría de las lipasas tienen un elemento estructural 
diferenciador, la tapadera, que está formada por un oligopéptido helicoidal anfipático, 
que se coloca sobre el centro activo de la lipasa cuando esta inactivo. Tiene dos 
conformaciones: abierta (en interfase o medio orgánico) y cerrada o inactiva (en medio 
acuoso). Cuando la lipasa esta en una interfase hidrofóbica la tapadera se desplaza 
dejando libre el sitio activo, produciéndose la llamada activación interfacial. El sitio 
activo se caracteriza por estar formado por la llamada triada catalítica (Serina-Histidina-
Aspartato ó ácido glutámico) que es crucial en todas las reacciones catalizadas por 
lipasas [517, 518] (Figura 28).  
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Figura 28. Diagrama de la lipasa de Candida rugosa con los estados abierto y cerrado de la 
tapadera superpuestos. La conformación cerrada de la tapadera (oligopéptido helicoidal) 
está en amarillo y la abierta en rojo. Los residuos que forman la triada catalítica se 
muestran en rojo [519]. 
 
 
La Tabla 14 recoge las lipasas microbianas más utilizadas en biotecnología. Cabe 
señalar que existe una considerable confusión sobre el origen de las lipasas, 
consecuencia de los cambios en los nombres sistemáticos de las cepas de hongos y 
bacterias que producen estas lipasas. El interés creciente en las lipasas microbianas se 
refleja en un creciente número de excelentes monografías y artículos de revisión sobre 
la biología molecular, las propiedades bioquímicas y, en particular, las aplicaciones 
biotecnológicas de estas enzimas [520-523].  
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Tabla 14. Ejemplos de lipasas microbianas comercialmente disponibles [524] 
 
Origen 
Organismo productor de la 
lipasa 
Biotecnología 
Candida rugosaa Síntesis orgánica 
Fúngico 
Rhizomucor miehei Procesado de alimentos 
 
Candida Antarctica A/B 
 
Síntesis orgánica 
Thermomyces lanuginosusb Aditivo de detergentes 
Burkholderia cepaciac Síntesis orgánica 
Pseudomonas alcaligenes Aditivo de detergentes 
Pseudomonas mendocina Aditivo de detergentes 
Bacteriano 
Chromobacterium viscosumd 
 
Síntesis orgánica 
 
a El organismo se llamaba anteriormente Candida cylindracea 
b El organismo se llamaba anteriormente Humicola lanuginosa 
c El organismo se llamaba anteriormente Pseudomonas cepacia 
d La lipasa de C. viscosum es idéntica a la lipasa de Burkholderia glumae 
 
 
Especificidad de las lipasas 
Especificidad posicional o regioselectividad 
 
Las lipasas pueden clasificarse en dos grupos según su especificidad posicional: las 
lipasas pancreáticas (ej. PPL, pig pancreatic lipase) y fúngicas (ej. Rhizomucor miehei, 
Rhizopus arrhizus) son 1,3 regioselectivas, es decir, hidrolizan (o esterifican) 
específicamente en las posiciones sn-1 y sn-3, mientras que las lipasas de levaduras y 
bacterias no son regioselectivas o lo son débilmente para las posiciones sn-1 y sn-3. No 
obstante, esta distinción no es categórica, ya que las lipasas pueden ser específicas 
posicionalmente en mayor o menor medida (Figura 29). 
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Figura 29. Especificidad posicional de las lipasas en la hidrólisis de triglicéridos. 
 
Esta regioselectividad ofrece la posibilidad de desarrollar una variedad de 
estrategias para la síntesis de los diversos acilglicéridos. Se pueden sintetizar 1,2 (2,3)-
diglicéridos a partir de triglicéridos por el uso de la lipasa pancreática porcina, que es 
1,3-regioselectiva [525]. En cambio, algunas lipasas, por ejemplo, de cepas de 
Penicillium sp., P. roquefortii [526] y otras, prefieren los triglicéridos como sustrato y 
exhiben claramente una inferior actividad hidrolítica frente a di-o mono-glicéridos.  
 
Un factor que hay que tener en cuenta y que complica el estudio de esta 
especificidad posicional de las lipasas es la migración no enzimática de grupos acilo o 
acilmigración, de la posición sn-2 a las posiciones sn-1 y sn-3 de mono- y 
diacilgliceroles. En este fenómeno se produce la formación adicional de 1,3-diglicéridos 
y afecta a las purezas y rendimientos de las reacciones de síntesis de glicéridos con 
lipasas regioselectivas. Esta migración es espontánea y aumenta bajo determinados 
factores como pH ácido, básico o elevada temperatura. 
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Especificidad por ácido graso 
 
Las lipasas también pueden ser específicas para determinados ácidos grasos. 
Esta especificidad no es muy estricta y se determina comparando la diferente tasa de 
hidrólisis relativa de distintos ésteres de ácidos grasos con diferentes grupos acilo 
(Figura 30). 
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Figura 30. Especificidad por ácido graso de las lipasas. En este caso, el “ácido graso A” se 
hidroliza mejor que el “ácido graso B”. 
 
Otras lipasas pueden reconocer sustratos con cierta longitud de cadena o mostrar 
especificidad por los dobles enlaces de ciertas posiciones de los residuos de ácidos 
grasos [527]. 
 
Mientras que para las lipasas inespecíficas no se han encontrado aplicaciones 
más amplias, aquellas con estereo- y regioselectividad son ampliamente utilizadas en la 
síntesis orgánica, así como en procesos industriales. Aparte de su estereoselectividad, 
las lipasas presentan otra serie de ventajas: el espectro de sustratos no se limita a los 
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triglicéridos, permanecen activas en muchos solventes hidrofóbicos, y no sólo 
reaccionan con el agua, también lo hacen con nucleófilos como alcoholes o aminas.  
 
Factores que afectan a la actividad y la selectividad de las lipasas 
Agua y temperatura  
 
La catálisis enzimática en medios no acuosos ha cobrado considerable 
importancia en la preparación de una amplia gama de productos naturales, productos 
farmacéuticos, y los ingredientes alimentarios [528, 529]. En consecuencia, numerosas 
investigaciones han llevado a cabo para comprender mejor y definir las condiciones que 
conduzcan a mayores tasas de reacción en ambientes de agua baja con un mínimo de 
inactivación simultánea de los biocatalizadores [530] y, en última instancia, para lograr 
la mejora de la productividad en biorreactores industriales. En particular, los efectos del 
agua asociada a la enzima se han estudiado con cierto detalle. Parece que las distintas 
enzimas tienen requisitos muy diferentes con respecto al agua unida que necesitan para 
mantener un nivel apreciable de la actividad catalítica en medios no acuosos [531]. 
También se ha demostrado que la estabilidad de las enzimas es marcadamente mayor en 
condiciones de bajo contenido en agua [532, 533], por lo que es posible realizar 
biotransformaciones a temperaturas superiores a las convencionales utilizadas en 
soluciones acuosas. Además, los intentos exitosos para generar enzimas recombinantes 
con mayor estabilidad y actividad en disolventes no acuosos [534] sugieren que debe ser 
posible extender el rango de temperatura útil mediante técnicas de ingeniería genética.  
 
Cuando las lipasas se aplican en un medio no acuoso, es importante considerar el 
grado de contenido de agua residual, ya que esta tiene influencia en la actividad, la 
termoestabilidad y la estereoselectividad [517, 518, 535].  
 
La causa más común para la inactivación de las enzimas a temperatura elevada 
es la pérdida de la conformación catalíticamente competente, es decir, la 
termodesnaturalización. Turner y col. [532] demostraron que la temperatura a la cual 
una proteína sufre desnaturalización térmica (Td) depende en gran medida de la 
cantidad de agua asociada a la proteína. Por ejemplo, en condiciones relativamente 
secas (aw = 0,33) la  quimotripsina y la lipasa de Candida rugosa se desnaturalizaron a 
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111 °C y 118 °C, respectivamente, mientras que en agua la desnaturalización de estas 
dos enzimas se produjo a 53 °C y 61 °C. Se observaron efectos similares para la lipasa 
de Rhizomucor miehei.  
 
El medio de reacción 
Generalmente, las enzimas trabajan en condiciones fisiológicas, es decir, en 
medio acuoso, pero algunas enzimas mantienen su actividad en otros medios. El uso de 
las enzimas en medios orgánicos en vez de acuosos presenta algunas ventajas [516]: 
 
 Cambio del equilibrio termodinámico que favorece la síntesis en vez de la 
hidrólisis [536-538]. 
 Reducción de las reacciones dependientes de agua. 
 Eliminación de contaminación microbiana. 
 Es apropiado cuando los sustratos son insolubles y/o inestables en agua. 
 
A su vez, las reacciones enzimáticas que tienen lugar en medios orgánicos 
pueden ser de dos tipos: 
 
 Sistemas con disolventes orgánicos. 
 Sistemas libres de disolventes. 
 
Los sistemas libres de disolventes, por ejemplo una reacción que se produzca 
solamente a partir de sustratos líquidos (aceites) sin ningún disolvente, presentan, 
cuando son posibles, una serie de ventajas económicas y de ejecución frente a los 
sistemas con disolventes orgánicos, sobre todo a escala industrial. Es preferible no usar 
disolventes orgánicos desde el punto de vista de las regulaciones de seguridad que 
requieren los productos de grado alimentario, ya que solamente algunos disolventes son 
permitidos en la industria alimentaria [539], entre los cuales hexano, acetona y etanol 
son los más ampliamente utilizados. 
 
 Hay medios de muy diversa naturaleza en los que pueden tener lugar procesos 
biocatalíticos [540]. Como se describió en el apartado 3.5 titulado: “otras aplicaciones 
de los fluidos supercríticos”, en los últimos años han tenido un gran desarrollo los 
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procesos biocatalíticos en medio supercrítico. Este tipo de reacciones puede ser una 
alternativa ventajosa y con un enorme potencial futuro.  
 
 En el campo de los aceites y grasas se han realizado numerosos estudios que 
llevan a cabo reacciones catalizadas por lipasas en medio supercrítico. Se han descrito 
reacciones de hidrólisis de aceite de girasol empleando una lipasa de Aspergillus niger 
[541], de glicerolisis de aceite de soja [542, 543], metanolisis de cis-vaccénico en 
aceites de semillas catalizada por Candida antarctica [544], etc. También se han 
descrito reacciones de esterificación entre alcoholes y ácidos grasos en CO2 supercrítico 
[545, 546]. 
 
Un problema que puede asociarse a este tipo de reacciones y sobre el que hay 
diversos estudios [547] es la pérdida de actividad catalítica de las lipasas en el medio 
supercrítico. Shishikura y col. describieron un proceso de incorporación de EPA y DHA 
a TGCM en CO2 supercrítico, en el que la lipasa empleada, Rhizomucor miehei 
inmovilizada, mantenía su estabilidad después de 180 horas a 60 ºC y 100 kg/cm2 [548]. 
 
Aplicaciones de las lipasas 
Además de las funciones biológicas en bacterias, hongos, plantas y animales, las 
lipasas  tienen un gran interés en numerosos procesos industriales: en detergentes, 
alimentos, industrias del sabor, producción de fármacos, derivados de ésteres y amino 
ácidos, uso en química fina, agroquímicos, uso como biosensores, biorremediación, 
cosméticos y perfumería. [517, 518]. Además, las lipasas son las enzimas más utilizadas 
en la síntesis química de compuestos orgánicos, catalizan la quimio-, regio- y/o 
estereoselectividad de la hidrólisis de los ésteres de ácidos carboxilicos o la 
esterificación en disolventes orgánicos [515-518]. 
 
 Lipasas en síntesis de ésteres 
 
La aplicación principal de las lipasas en la presente Tesis es la síntesis de 
ésteres, concretamente de ésteres de esterol y de ésteres etílicos de ácidos grasos.  
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 Como ya se comentó anteriormente en la parte de la introducción dedicada a los 
fitoesteroles, debido a su baja solubilidad y reactividad física, uno de los métodos para 
crear un producto de fitoesterol más soluble, que puede darse en dosis más bajas y que 
mantenga una alta bio-eficiencia, es su esterificación con ácidos grasos para producir 
ésteres de esterol.  
 
Por lo general, los ésteres de esterol, de estanol y los esteroides son preparados 
por esterificación química de los esteroles con los ácidos grasos correspondientes, por 
interesterificación con ácidos grasos metil éster, así como por su reacción con ácidos 
grasos halogenuros o anhídridos [549]. Estos procesos químicos requieren de altas 
temperaturas (100-200 ºC) y normalmente para la recuperación del éster de esterol se 
utilizan sistemas bifásicos con disolventes orgánicos y un medio acuoso [550]. Las altas 
temperaturas, aunque el proceso se realice a vacío, pueden alterar la estructura de los 
esteroles, produciendo oxisteroles [551]. En los últimos años se han llevado a cabo 
numerosos estudios sobre los posibles efectos adversos las formas oxidadas de los 
esteroles  [552]. En el caso de las formas oxidadas de los fitoesteroles, estudios en ratas 
afirman que estos compuestos son escasamente absorbidos en el intestino [553]. 
Mientras que algunos estudios sugieren que las formas oxidadas de los fitoesteroles 
podrían modular el metabolismo humano, mostrando efectos beneficiosos, otros 
estudios afirman que pueden tener efectos citotóxicos [554]. A pesar de que estos 
estudios se llevaron a cabo con dosis muy altas de oxisteroles, muy alejadas de las 
fisiológicas, parece lógico pensar en utilizar procesos de síntesis de ésteres de fitosterol 
que minimicen la formación de estas formas oxidadas de los fitoesteroles, es decir, 
procesos a temperaturas moderadas como los que emplean enzimas. 
 
Por lo general, los procedimientos para la preparación enzimática de ésteres de 
esterol requieren de solventes orgánicos y tamices moleculares u otros agentes de 
secado [555, 556] Shimada y col. estudiaron la esterificación del colesterol, colestanol y 
sitosterol con ácidos grasos poliinsaturados, con un exceso molar de ácido 
docosahexaenoico de 3:1, usando la lipasa de Pseudomonas en un sistema bifásico. 
Obtuvieron una conversión de alrededor del 90% para la síntesis del correspondiente 
éster de esterol con docosahexaenoico después de 24 h [557]. En un trabajo publicado 
previamente por Jonzo y col. [558] se obtuvo colesterol oleato con rendimientos 
satisfactorios utilizando un inmovilizado de la lipasa de Candida rugosa en un medio 
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con alto contenido de agua (alrededor del 20%) y en otro de Hedstrom y col. [559] se 
sintetizaron ésteres de colesterol en 72h, con un 80% de rendimiento y en un sistema de 
micro-emulsión.  
 
Aunque estas estrategias presentan índices de conversión óptima para la 
formación de ésteres de esterol, el uso de estos sistemas multifásicos puede complicar la 
purificación final de los productos en el caso de las producciones de mayor escala. Esta 
dificultad puede evitarse cuando se trabaja con fluidos supercríticos [560]. En este 
sentido, King y col. obtuvieron ésteres de colesterol con ácido caprílico y palmítico, con 
rendimientos casi cuantitativos, usando la lipasa de Burkholderia cepacia. También se 
ha reportado [561] la síntesis enzimática con lipasas inmovilizadas de ésteres de esterol, 
de estanol y de esteroides mediante esterificación y transesterificación, con ácidos 
grasos y otros ésteres de ácidos carboxílicos, usando vacío y temperaturas moderadas. 
En este proceso no son necesarios ni disolventes orgánicos, ni agua, ni reactivos de 
secado (tales como tamices moleculares).  
 
Lipasas y SFE 
 
Las reacciones catalizadas por lipasas combinadas con la extracción y 
fraccionamiento con CO2 supercrítico constituyen las dos principales herramientas 
empleadas para alcanzar los objetivos del presente trabajo. Son tecnologías que se 
caracterizan por su carácter no contaminante y respeto medioambiental, ofreciendo 
además diversas ventajas frente a otros métodos convencionales en términos de 
versatilidad, selectividad y eficacia, siendo viable además su implantación a escala 
industrial. 
 
En la presente Tesis se pretende combinar procesos de catálisis química con 
procesos de extracción y fraccionamiento con CO2 supercrítico en contracorriente para 
el aislamiento, purificación y enriquecimiento de lípidos funcionales, a partir de fuentes 
animales o vegetales. Asimismo, en algunos casos se pretende llevar a cabo procesos de 
catálisis enzimática, mediante lipasas, para transformar los productos lipídicos 
obtenidos y sintetizar ingredientes lipídicos de elevado valor añadido. 
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1. INTRODUCCIÓN 
 
El presente trabajo continua la línea de investigación del grupo de tecnología de 
los alimentos de la UAM en lo referente a la obtención de compuestos lipídicos 
minoritarios, presentes en desodorizados de aceites, a través de la extracción 
supercrítica con CO2 en contracorriente [1]. En el citado trabajo se optimizaban las 
variables supercríticas de extracción con CO2 para purificar  fitoesteroles y tocoferoles 
de un desodorizado de aceite de girasol, que previamente había sido sometido a una 
etanolisis química de sus glicéridos.  
 
 En el presente capítulo de esta tesis de investigación también se optimizaron  
variables supercríticas para la purificación de compuestos lipídicos minoritarios, pero en 
este caso el material de partida fue un desodorizado de aceite de soja sometido 
previamente a dos etapas enzimáticas.  
 
Los destilados de desodorización de aceite de soja (DDS) son una fuente natural 
de fitoesteroles y tocoferoles. Aunque se han descrito varias estrategias para purificar 
estos compuestos de los DDS, la bibliografía muestra que son necesarios nuevos 
estudios para mejorar tanto el grado de pureza como los rendimientos de los procesos. 
Shimada y col. [2] convirtieron con éxito los fitoesteroles de DDS en ésteres de esterol 
y transformaron los acilglicéridos en AGEE por medio de reacciones con lipasas. 
Posteriormente fraccionaron eficazmente los tocoferoles, fitoesteroles y AGEE por 
destilación molecular. Este proceso tiene el inconveniente de que los AGL presentes 
inicialmente en estos DDS y los tocoferoles no se fraccionan eficientemente, debido a la 
similitud en los puntos de ebullición de las dos sustancias. Este problema podría 
resolverse mediante la conversión de los ácidos grasos libres en sus ésteres metílicos. 
Otros autores [3] intentaron desarrollar un sistema de reacción en la que la metíl 
esterificación de los ácidos grasos libres procediera simultáneamente con la conversión 
de los fitoesteroles en ésteres de esterol y con la hidrólisis de acilglicéridos. 
 
Las reacciones de esterificación de esteroles y etil esterificación de ácidos 
grasos, catalizadas por lipasas de forma simultánea, se rigen por la concentración de 
agua presente. El grado en que se produce la esterificación de esteroles en relación con 
la etil esterificación exige alcanzar un equilibrio no siempre fácil de lograr, debido a que 
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un exceso de agua favorece la hidrólisis, mientras que la ausencia de agua favorece la 
esterificación [4]. Sin embargo, mediante la elección adecuada de las condiciones de 
reacción, es posible separar la esterificación de los esteroles y la etil esterificación en el 
tiempo o el espacio, lo que permite optimizar cada una de estas reacciones de forma 
independiente, minimizando los costes o mejorando el rendimiento de los productos 
finales. Esto es precisamente lo que se realizó en el presente estudio, un proceso con dos 
etapas enzimáticas independientes, con las lipasas de C. rugosa y C. antarctica. Para la 
elección de los biocatalizadores más adecuados se tomaron como referencia estudios 
previos del propio grupo investigador [5], así como de otros grupos [2]. 
 
1.1. Objetivos y plan de trabajo 
 
El objetivo de este trabajo fue desarrollar un proceso para obtener, a partir de un 
destilado de desodorización de soja no apto para el consumo humano, una fracción 
lipídica rica en ésteres de esterol, tocoferoles y fitoesteroles libres. Como ya se ha 
descrito anteriormente, estos compuestos han demostrado tener unas actividades 
biológicas muy interesantes, y están siendo comercializados para elaborar gran variedad 
de alimentos funcionales. 
 
Además, el estudio también se realizó a escala planta piloto y se estudiaron las 
estabilidades de los biocatalizadores tras varios ciclos de reacción, para un posible 
escalado industrial del proceso. 
 
El proceso propuesto para la obtención de estos ingredientes funcionales a partir 
de destilados de desodorización de soja fue el siguiente (Figura 1): 
 
 Modificación del destilado de desodorización de soja inicial añadiendo 
ácido oleico, para reducir su punto de fusión y poder trabajar en 
condiciones más suaves de temperatura, favoreciendo la estabilidad de las 
enzimas y la esterificación de los fitoesteroles. 
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 Esterificación de los fitoesteroles del destilado de desodorización del 
aceite de soja, buscando condiciones optimas de reacción para obtener el 
máximo rendimiento en ésteres de esterol con ácidos grasos.  
 
 Posteriormente, mediante otra etapa enzimática con adicción de etanol, se 
esterificaron los ácidos grasos que no se consumieron en la etapa de 
esterificación con fitoesteroles, para obtener ésteres etílicos de ácidos 
grasos, de menor punto de ebullición, con el objetivo de  facilitar su 
separación de los compuestos de interés mediante tecnología de fluidos 
supercríticos. 
 
 Extracción de los ésteres etílicos de los ácidos grasos y fraccionamiento de 
tocoferoles y ésteres de fitoesteroles mediante tecnología de fluidos 
supercríticos (CO2) en contracorriente, obteniendo una fracción no 
extraída rica en ésteres de fitoesterol.  
 
 En las etapas enzimáticas del proceso se estudiaron y optimizaron las siguientes 
variables: 
 Temperatura 
 Carga enzimática 
 Tiempo 
 
En la etapa de extracción supercrítica se estudiaron y optimizaron las siguientes 
variables: 
 Presión 
 Temperatura 
 Relación solvent to feed (S/F) 
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Figura 1. Representación esquemática del proceso propuesto para la obtención de ésteres 
de esterol a partir de destilados de desodorización de aceite de soja.  
 
2. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
2.1. Muestras y reactivos 
 
Como material de partida se empleó un destilado de desodorización de aceite de 
soja modificado, que fue donado por Solutex S.L. (Tarragona, España). Este material 
contiene gran diversidad de compuestos, pero los constituyentes mayoritarios son 
esteroles (27% en peso), acilgliceroles (21% en peso), tocoferoles (20% en peso), ácidos 
grasos libres (19% en peso) y ésteres de esterol (7% en peso). La composición se detalla 
en la Tabla 2 (Resultados y discusión). 
 
La lipasa de Candida rugosa se compró a Sigma (St. Louis, MO, EE.UU.). La 
lipasa de  Candida antarctica (Novozym 435) fue donada por Novozymes (Bagsvaerd, 
Dinamarca). De acuerdo con las especificaciones del proveedor, estos preparados 
contenían 1179 U/mg y 10 U/mg de lipasa, respectivamente. El ácido oleico se compró 
a Panreac (Barcelona, España). Todos los disolventes utilizados fueron de grado HPLC 
de Lab-Scan (Dublín, Irlanda). 
 160
Capítulo II. Obtención de ésteres de esterol, tocoferoles y AGEE de  destilados de soja 
2.2. Esterificación de los fitoesteroles del DDSMO 
 
El destilado de desodorización de aceite de soja, previamente modificado con 
ácido oleico (DDSMO), fue mezclado con un 10% p/p de la lipasa de C. rugosa y se 
incubó en un agitador orbital (200 rpm) a 35 ºC. Se recogieron muestras de 100 µl 
periódicamente (0, 0,5, 1, 2, 3, 5, 10 y 24 h), que se disolvieron en 1,5 ml de 
hexano/etanol/metil tert-butil éter 5/5/1 (v/v/v). El tiempo de reacción fue de 24 h.  Las 
muestras fueron analizadas por HPLC y cromatografía de gases. 
2.3. Reacción de etil esterificación 
 
La mezcla de productos de la reacción de esterificación de fitoesteroles de soja 
fue mezclada con un 10% (p/p) de etanol, un 5% (p/p) de Novozym 435 y un 8% (p/p) 
de hexadecano (patrón interno). La mezcla se incubó en un agitador orbital (200 rpm) a 
35 ºC. Se recogieron muestras de reacción de 100 μl periódicamente. El tiempo de 
reacción fue de 24 h. Las muestras fueron analizadas por HPLC y cromatografía de 
gases. 
2.4. Planta piloto de extracción supercrítica 
 
Las extracciones se llevaron a cabo en la planta piloto de extracción supercrítica 
del grupo de Tecnología de los Alimentos de la Universidad Autónoma de Madrid. La 
planta piloto de extracción supercrítica de muestras sólidas fue construida en 1998 por 
el Grupo de Control de Procesos del Instituto de Catálisis y Petroleoquímica del CSIC 
en colaboración con Iberfluid S.A. Desde el momento de su construcción ha sufrido 
diversas modificaciones, entre las que cabe destacar el acoplamiento de la columna de 
extracción en contracorriente con la cual se realizó el presente trabajo (Figura 2). La 
planta de extracción es, por tanto, mixta, pudiéndose hacer extracciones de muestras 
sólidas (celda de extracción) o de muestras líquidas (columna de extracción). 
 
Actualmente la planta consta de: 
 
 Dos bombas Dosapro-Milton Roy (Pont Saint Pierre, Francia), una para CO2 
líquido con capacidad de 3,11 L/h, con una presión máxima de 390 bares (397 
atm) (modelo MD 99 S (G) 6M 390) y otra para la introducción de 
modificador/muestra líquida a un caudal máximo de 0,24 L/h y 490 bares de 
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presión máxima (modelo MD 468 S(F) 3M 490/UU2). Tanto el CO2 como la 
muestra líquida se precalientan a la salida de sus respectivas bombas, antes de la 
introducción en la columna de extracción.  
 
 Una celda de extracción de 270 ml de acero inoxidable 316 de 5 mm de espesor de 
pared equipada con un filtro en la parte inferior de 5 μm con el doble propósito de 
evitar que la muestra salga por el orificio de entrada del CO2 y forzar la dispersión 
del mismo. Asimismo la celda de extracción cuenta con un fritado de 2 μm en la 
parte superior para evitar el arrastre de muestra y/o agentes dispersantes. 
 
 Una columna de extracción en contracorriente de acero inoxidable 316 de 100 cm 
de alto y 12 mm de diámetro interno, rellena de anillos Fenske (3 x 0,5 mm). 
 
 Dos separadores de 270 ml de acero inoxidable 316 de 3 mm de espesor de pared, 
equipados con válvulas Hoke (mod. 2112L4Y) a la salida para la recogida de 
extracto y calefacción independiente. Y un tercer separador de 150 ml con 
capacidad para actuar como trampa criogénica a presión atmosférica. La presencia 
de estos separadores permite el fraccionamiento en cascada de los extractos 
mediante caídas consecutivas de densidad. 
 
 Todas las unidades (separadores, celda y columna de extracción) están 
eléctricamente termostatizadas.   
 
 Válvulas de regulación micrométrica (Swagelok, SS-SS4-Bu) para controlar la 
presión de cada uno de los tramos de la planta. Dichas válvulas están actuadas 
mecánicamente por sendos servomotores Axor. 
 
 Sistema de controladores PID (Toho Controlers) conectados de manera 
bidireccional con un ordenador equipado con software Adquir, diseñado por el 
Grupo de Control de Procesos del Instituto de Catálisis y Petroleoquímica del 
CSIC. 
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 Un circuito de limpieza diseñado por el Grupo de Tecnología de los Alimentos de 
la UAM. 
 
 Elementos de seguridad tales como discos de ruptura LaMot y una válvula de 
seguridad actuada neumáticamente (Autoclave Engineers) tarados ambos a 400 
bares. 
 
 
 
      
 
 
 
Figura 2. Planta piloto de extracción con fluidos supercríticos con la que se ha realizado el 
presente trabajo (la fotografía de la derecha muestra el módulo con la columna de 
extracción en contracorriente acoplado en el año 2005). 
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Figura 3. Diagrama de flujo en el que se representa esquemáticamente el funcionamiento 
de dicha planta piloto utilizando la columna de extracción en contracorriente para 
muestras líquidas. S1: separador 1; S2: separador 2; CP: controlador de presión. 
 
 
 
2.5. Metodología de extracción 
 
El CO2 proviene de un cilindro a una presión de 55 bares y 20 oC, y después se 
enfría a una temperatura por debajo de 0 oC, para mantenerlo en estado líquido. 
Posteriormente, el CO2 es bombeado al flujo requerido mediante la bomba de 
membrana de desplazamiento positivo Dosapro Milton Roy 
 
Antes de introducir el CO2 por la parte inferior de la columna, se precalienta a 
una temperatura próxima a la temperatura de extracción.  
 
La muestra líquida es precalentada en un baño con agua y en un precalentador 
antes de su introducción en la columna de extracción. De este modo, se asegura la 
homogeneidad de la muestra lipídica, ya que se impide la formación de fases sólidas 
debido a los compuestos con puntos de fusión más altos (ésteres de esterol, tocoferoles, 
etc.).  
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Cuando se alcanzan las condiciones de presión y de temperatura en la columna y 
en los separadores, se comienza a bombear la muestra líquida a 100 ml/h durante un 
tiempo de extracción de 60 min.  
 
La muestra se introduce por la parte superior de la columna. De este modo se 
crea un flujo en contracorriente entre la muestra líquida que desciende y el CO2 
supercrítico que asciende en el interior de la columna de extracción. Para que se genere 
este flujo en contracorriente, es necesario que la muestra líquida tenga una densidad 
mayor que el CO2 supercrítico. La diferencia de densidad entre ambas fases debe ser al 
menos de 100 kg/m3 [6].  
 
Posteriormente, el CO2 junto con los compuestos extraídos sale por la parte 
superior de la columna (fase extracto). En los dos separadores, se va disminuyendo 
secuencialmente la densidad del CO2, mediante la variación de las variables presión y 
temperatura. El primer separador se mantuvo a 150-160 bares y 55 ºC, mientras que el 
segundo separador se mantuvo a baja presión (20 bares) y temperatura (15-20 ºC). De 
este modo, se realiza una descompresión por etapas o despresurización en cascada a 
través de los separadores, obteniéndose un fraccionamiento del extracto. La regulación 
de la presión en la columna y los separadores se controla mediante unas válvulas de 
microrregulación (servocontroladas y calefactadas). Las condiciones máximas de 
trabajo especificadas en las celdas de separación son 200 bares y 100 ºC.  
 
En el último separador, se reduce la presión hasta presión atmosférica y se 
elimina el CO2 en estado gaseoso de forma espontánea. A la salida de los dos 
separadores se encuentra una trampa criogénica que recoge compuestos volátiles. 
 
Los compuestos de la muestra menos solubles en el CO2 supercrítico, que 
permanecen en la columna de extracción, descienden por ella y se recogen en el fondo 
como fracción no extraída.  
 
Antes de finalizar la extracción, se detiene la bomba de muestra líquida, y a 
partir de ese momento se bombea CO2 puro durante aproximadamente 30 minutos. De 
este modo se asegura que toda la muestra líquida introducida en la columna sea 
sometida a extracción con CO2 supercrítico. No obstante distintos factores como el 
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volumen de muestra introducido, relación S/F, punto de introducción, viscosidad de la 
muestra y retención en el relleno, deben tenerse en cuenta para minimizar su posible 
efecto en la composición y rendimiento de los extractos y las fracciones no extraídas 
obtenidas al final de la extracción. Una vez terminada la extracción, tiene lugar la 
despresurización. El balance de materia se cerró en todos los experimentos con una 
inexactitud inferior al 7,3%, es decir, se recuperó más del 90% del material de partida 
introducido en la columna. 
 
2.6. Análisis y caracterización de las muestras lipídicas de partida, 
productos de reacción, extractos y fracciones no extraídas. 
 
2.6.1. Preparación de las muestras 
 
Se ha trabajado con dos tipos de muestras, las procedentes de las reacciones 
enzimáticas (alícuotas) y las que tenían su origen en las extracciones supercríticas. En el 
segundo caso las muestras lipídicas podían presentar fases sólidas debido a su contenido 
en lípidos con elevados puntos de fusión. Estas muestras fueron calentadas a 50 ºC en 
un baño con agua. Se mantuvieron a 50 ºC el tiempo necesario para conseguir la 
completa homogeneización de la muestra. Cuando las muestras fueron completamente 
homogéneas, se tomaron alícuotas de los diferentes extractos y fracciones no extraídas 
obtenidas en los procesos de CC-SFE. Las alícuotas se pesaron en una balanza de 
precisión con un error de ± 0,0001 gramos. 
 
En el caso de las alícuotas (100 µl) tomadas de la reacciones enzimáticas, estas 
se mezclaron con 1500 µl de hexano/etanol/metil-tert-butil eter 5/5/1 (v/v/v) e 
inmediatamente se filtraron con un filtro de jeringa Sartorius de 0,45 mm (Goettingen, 
Alemania) para eliminar la enzima. Se dejaron secar en sulfato sódico anhidro durante 2 
horas antes de ser analizadas.  
 
 En el caso del análisis por cromatografía de gases, 500 µl de esta disolución 
final de las muestras se diluyeron con 500 µl de hexano/etanol/metil-tert-butil eter 5/5/1 
(v/v/v), para alcanzar una concentración de  10-15 mg/ml. Este mililitro se trasvaso a un 
vial de gases de 1,5 ml para su inyección automática.  
 166
Capítulo II. Obtención de ésteres de esterol, tocoferoles y AGEE de  destilados de soja 
Para el análisis por HPLC, se evaporaron 400 µl de la disolución final de las 
muestras en nitrógeno hasta peso constante y el residuo se disolvió en 
hexano/etanol/metil-tert-butil eter 5/5/1 (v/v/v) hasta una concentración de 1-4 mg/ml.  
  
La elección de la concentración de cada muestra dependió del número de 
especies químicas presentes para, de este modo, tener concentraciones dentro de los 
límites en los que se prepararon las curvas de calibrado o factores de respuesta de todos 
los compuestos. 
 
2.6.2. Análisis de AGEEs por cromatografía de gases 
 
Se inyectó 1 μl de una disolución de la muestra en un cromatógrafo de gases 
(6890N Network GC System) acoplado a un inyector automático (Agilent 7683B), 
ambos de la marca Agilent (Avondale, PA, EEUU). Se utilizó una columna capilar HP-
88 (Avondale, PA, EEUU) de 30 m y 0,25 mm de diámetro interno.  
 
La temperatura del inyector y del detector fue de 220 y 250 ºC, respectivamente. 
El programa de temperatura fue el siguiente: la temperatura inicial son 100 ºC; el horno 
se va calentando hasta 180 ºC a 20 ºC/min, aumentando posteriormente de 180 ºC hasta 
220 ºC a 15 ºC/min. La temperatura final (220 º C) se mantiene durante 30 min.  
 
 
Figura 4. Cromatógrafo de gases de la marca Agilent (Avondale, PA, EEUU). 
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La temperatura del inyector fue de 220 ºC y la del detector de 250 ºC. La 
relación de split fue 20:1. Los tiempos de retención de los diversos AGEE se 
determinaron mediante la inyección de una disolución de PUFA Nº3 (#4-7085; Supelco, 
Bellefonte, PA, EEUU). 
 
2.6.3. Análisis de lípidos neutros por HPLC-ELSD 
 
El análisis de composición de lípidos neutros se efectuó en una columna 
kromasil silica 60, de 250 mm de largo y 4.6 mm de diámetro interno (Análisis Vínicos, 
Tomelloso, España) acoplada a un horno CTO 10A VP 2, una bomba LC-10AD VP, un 
módulo de gradiente FCV-10AL VP, un degasificador DGU-14A y un detector 
evaporativo de dispersión de luz ELSD-LT de Shimadzu (IZASA, España). Las 
condiciones del detector  fueron 2,2 bares de presión, 35 ºC y una ganancia de 3. El 
flujo de disolvente fue de 2 ml/min. Se usó una válvula Split después de la columna por 
lo que sólo el 50% de la fase móvil pasaba a través del detector. El bucle utilizado para 
inyectar las muestras fue de 20 l.  
   
Figura 5. Equipo de HPLC empleado para el análisis de lípidos neutros. La imagen de la 
derecha es el detector evaporativo de dispersión de luz (ELSD). 
 
Se utilizó un método de análisis cromatográfico previamente desarrollado por el 
grupo de investigación [7]. La composición de la fase móvil del método cromatográfico 
se describe en la Tabla 1. 
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Tabla 1. Composición del gradiente de la fase móvil (%). 
 
Tiempo (minutos) Isooctano Metil-tert-butil éter * Isopropanol 
0 99,5 0,5 0 
3 99,5 0,5 0 
3,01 98,5 1,5 0 
20 89 11 0 
30 75 25 0 
30,01 71 27 2 
50 71 27 2 
50,01 75 25 0 
60 75 25 0 
61 99,5 0,5 0 
70 99,5 0,5 0 
* Metil-tert-butil éter contenía 0,01% vol/vol de ácido fórmico. 
 
Esta metodología (Figura 6) permite analizar hasta 18 clases diferentes de 
lípidos neutros, como ácidos grasos libres, fitoesteroles, tocoferoles, ésteres de esterol, 
mono-, di- y triglicéridos.   
 
 
Figura 6. Separación de las diferentes clases de lípidos neutros. 1 escualeno; 2 ésteres de 
esterol; 3 ceras; 4 ácidos grasos etil ésteres; 5 alquilgliceroles di-esterificados; 6 -
tocoferol; 7 triacilgliceroles; 8 -tocoferol; 9 -tocoferol; 10 ácidos grasos libres; 11 -
tocoferol; 12 dialquilgliceroles no esterificados; 13 alquilgliceroles mono-esterificados; 14 
fitoesteroles; 15 1,3-diglicéridos; 16 1,2-diglicéridos; 17 alquilgliceroles no esterificados; 18 
monoglicéridos. Cantidad de muestra inyectada (10-20 microgramos). 
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Con el fin de comprobar la reproducibilidad de nuestra metodología, algunos de 
los análisis se llevaron a cabo varias veces bajo las mismas condiciones experimentales. 
La desviación estándar relativa fue inferior al ±15% para los compuestos con un 
contenido medio por debajo del 1%, inferior al ±10% para los compuestos con un 
contenido promedio de entre un 5 y un 10%, e inferior al ±2% para los compuestos con 
un contenido medio superior al 10%. 
 
2.7. Estudio de la estabilidad enzimática 
 
Con el fin de recuperar la lipasa después de las reacciones enzimáticas, la 
mezcla de productos se filtró a vacío durante 5 min. El sólido obtenido se lavó dos 
veces con hexano/etanol/metil tert-butil éter 5:5:1 (v/v/v) y se volvió a filtrar a vacío. El 
mismo procedimiento se utilizó para la lipasa fresca.  
 
La actividad de la lipasa fresca y recuperada se determinó de la siguiente 
manera: 160 mg de ácido oleico se mezclaron con 40 mg de butanol y 20 mg de 
Novozyme 435 o 40 mg de lipasa C. rugosa en un agitador orbital (200 rpm) a 30 ° C. 
El tiempo de reacción fue 15 min. La mezcla de productos resultante se enrasó hasta 50 
ml con cloroformo. La solución transparente final fue analizada por HPLC para 
determinar el porcentaje de ácido oleico consumido en la reacción de esterificación. La 
actividad residual de la lipasa recuperada, en porcentaje, se determinó como la relación 
entre el ácido oleico que se consume en la reacción con la enzima recuperada y con la 
enzima fresca. 
 
 
frescaenzimaconsumidooleicoácidopeso
xrecuperadaenzimaporconsumidooleicoácidopesoresidualActividad
%
100%
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3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
3.1. Esterificación de los fitoesteroles del DDS 
 
 En varios estudios sobre esterificación de esteroles catalizada por lipasas los 
mejores resultados se obtuvieron con la lipasa de Candida rugosa [8]. Sin embargo, en 
nuestro caso el punto de fusión del destilado de desodorización de soja original (65-70 
ºC) implicaba tener que llevar a cabo la reacción enzimática a temperaturas muy 
elevadas. Este hecho, unido al efecto negativo del etanol sobre la actividad de ésta 
lipasa a 65 ºC, no nos permitió obtener simultáneamente ésteres de esterol y ácidos 
grasos etil ésteres del DDS original. Una alternativa podría ser la adicción en etapas de 
la cantidad de alcohol requerida, ya que se ha demostrado que así se puede evitar 
satisfactoriamente la inactivación de la lipasa [3]. Desafortunadamente, la reducción de 
la cantidad de etanol producía una solidificación parcial de nuestra mezcla de reacción, 
incluso a 65 ºC, por lo que finalmente se descartó la esterificación de esteroles y la etil 
esterificación de los ácidos grasos de manera simultánea. 
 
 Otra alternativa previamente publicada [2] consiste en un proceso de destilación 
para eliminar las sustancias de alto punto de ebullición como los ésteres etílicos de los 
ácidos grasos, DAG y TAG del DDS antes de la esterificación con lipasas.  
 
En el presente trabajo se añadió una determinada cantidad de ácido oleico al DDS 
original para obtener una nueva mezcla con menor punto de fusión y una proporción en 
peso de AGL y fitoesteroles de 2. La composición del destilado de desodorización de 
soja (DDS) utilizado en este estudio y la del destilado de desodorización modificado 
con ácido oleico (DDSMO) se muestra en la Tabla 2.  
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Tabla 2.- Composición del destilado de desodorización original de aceite de soja (DDS) y 
del destilado de desodorización de aceite de soja modificado con ácido oleico (DDSMO). 
 
Porcentaje en peso DDS DDSMO 
Hidrocarburos 4,5 3,2 
Ésteres de esterol 7,3 6,2 
Tocoferoles (α, β, γ) 20,1 (0,9 / 11,7 / 7,5) 16,3 (0,6 / 9,4 / 6,2) 
Acilgliceroles (TAGs, DAGs, MAGs) 21,1 (8,4 / 4,8 / 8,0) 12,1 (6,1 / 2,5 / 3,5) 
Ácidos grasos libres 19,8 40,3 
Esteroles vegetales 27,1 21,4 
 
 
 Esta modificación de la composición del material de partida permitió llevar a 
cabo la reacción a 35 ºC, reduciendo considerablemente la inactivación térmica de la 
lipasa. Además, la proporción de ácido graso y esterol pasó a ser de 2, favoreciendo la 
esterificación del esterol en comparación con el destilado de desodorización de soja 
original DDS. El empleo de un exceso de ácido graso respecto al esterol en la síntesis de 
ésteres de esterol es una estrategia ampliamente utilizada [9, 10]. 
 
Resultados previos de nuestro grupo demostraron que la lipasa de Candida 
antarctica inmovilizada discrimina eficazmente los ésteres de fitoesterol [5], no 
actuando sobre el enlace éster que une esterol y ácido graso. En el citado trabajo se 
desarrolló un modelo cinético para la reacción de etanolisis de una mezcla que contenía 
principalmente acilgliceroles y ésteres de esterol.  
 
 Basándonos en esta selectividad de la lipasa de Candida antarctica es posible 
convertir acilgliceroles y AG en sus correspondientes ésteres etílicos de ácidos grasos 
sin afectar a los ésteres de fitoesteroles del DDS. Además, es ampliamente conocido que 
la lipasa de Candida rugosa cataliza eficazmente la esterificación de fitoesteroles con 
AGL [2, 9]. De ahí que se eligiera una lipasa de Candida rugosa para llevar a cabo la 
esterificación de fitoesteroles y una lipasa de Candida antarctica para la etil 
esterificación de los ácidos grasos libres restantes y para la transesterificación de los 
acilgliceroles. 
 
En este trabajo, además, se tuvo en cuenta la estabilidad de la lipasa de Candida 
rugosa utilizada. Siguiendo el protocolo descrito en materiales y métodos, se obtuvo 
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que la actividad residual de la lipasa fue del 85 % tras 24 h de reacción. Este resultado 
permitió reutilizar el mismo lote de lipasa en posteriores ciclos de reacción. 
 
El resultado de la esterificación de fitoesteroles del DDSMO se muestra en la 
Figura 7. Como se puede ver en la figura, después de solo 5 h, más del 90 % de los 
fitoesteroles se transformaron en sus correspondientes ésteres de esterol. Además, los 
tocoferoles no se vieron afectados tras 24 h de reacción, por lo que se puede asumir que 
a 35 ºC la oxidación de los tocoferoles es insignificante. 
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Figura 7.- Esterificación de los fitoesteroles del DDSMO catalizada por lipasa. 
Condiciones: 10 g de DDSMO, 1 g de lipasa de Candida rugosa, 35 ºC, 200 rpm.  ésteres 
de esterol,     acilgliceroles,  tocoferoles,  AGL,  fitoesteroles. 
 
Cabe destacar que el contenido de acilgliceroles (que comprende la suma de 
monoacilgliceroles (MAG), diacilgliceroles (DAG) y triacilgliceroles (TAG)) descendió 
de un 12 a un 5 %, lo cual representa el 60 % de conversión del total de acilgliceroles 
presente en el DDSMO. Este resultado indica que la lipasa de Candida rugosa cataliza 
tanto la esterificación como la transesterificación de acilgliceroles con fitoesteroles para 
producir ésteres de fitoesterol.  
 
 173
Capítulo II. Obtención de ésteres de esterol, tocoferoles y AGEE de  destilados de soja 
La capacidad de la lipasa de Candida rugosa de hidrolizar  acilgliceroles y 
esterificar esteroles al mismo tiempo ha sido descrita por varios autores [2, 11]. 
También se han publicado trabajos que informan de la necesidad de agua o vacío para 
llevar a cabo la esterificación de esteroles [9, 11]. Por el contrario, en nuestro caso no se 
añadió agua a la mezcla de reacción ni se hizo vacío para lograr la esterificación de los 
FT en presencia de Candida rugosa. Sin embargo, si que se añadió un exceso de AGL 
para reducir el punto de fusión  del DDS y facilitar la reacción de esterificación. El resto 
de AGL del producto final, sobrantes de la esterificaron de fitoesteroles, se 
transformaron en sus correspondientes ésteres etílicos de ácidos grasos mediante un 
segundo paso enzimático, a fin de mejorar su separación de los tocoferoles vía 
extracción con fluidos supercríticos.  
 
Antes de la segunda etapa, se llevó a cabo el escalado de la primera reacción 
enzimática. Para esto, se llevaron a cabo más de ocho ciclos de 250 g de la mezcla de 
reacción usando el mismo lote de lipasa. El resultado de estos ensayos permitió estudiar 
la estabilidad del biocatalizador y producir bastante material de partida para la segunda 
reacción enzimática con la lipasa de Candida antarctica. Se tomaron alícuotas a 
distintos tiempos de los ciclos 2, 4, 6 y 8 para su posterior análisis por HPLC. El 
resultado de este proceso de escalado se muestra en la Figura 8.  Parte de lo novedoso 
de este trabajo radica en que no había ningún estudio previo que hablase de esta 
reutilización de la lipasa de Candida rugosa en reacciones de esterificación de 
fitoesteroles.  
 
Observando la Figura 8 vemos que a mayor número de ciclos, más lenta es la 
esterificación de fitoesteroles. A pesar de esto, se consumen más del 85 % de los 
fitoesteroles iniciales en las primeras dos horas de reacción de todos los ciclos, aunque 
en el segundo ciclo (Figura 8 A) en la primera hora se consumen más del 95 % de los 
fitoesteroles, mientras que en octavo ciclo (Figura 8 D) no se alcanza este consumo 
hasta las 5 horas de reacción. Estos resultados se podrían atribuir, en parte, a la 
inactivación parcial de la lipasa a lo largo de los sucesivos ciclos. La recuperación de la 
lipasa se efectuó mediante una simple filtración a vacío del producto de la reacción. 
Después de cada ciclo no se lavó la lipasa para preservar todo lo posible su actividad. 
Desafortunadamente, esto provocó ligeros cambios en la composición inicial de la 
mezcla de reacción en los ciclos de reacción siguientes, originando la presencia de 
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porcentajes de producto final de ciclos previos que estaban impregnando el polvo 
enzimático.  
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Figura 8. Escalado de la esterificación de fitoesteroles catalizada por lipasa del DDSMO. 
Ensayos 2, 4, 6 y 8. Condiciones: 250 g de DDSMO, 25 g de lipasa de Candida rugosa, 35 
ºC, 200 rpm.  ésteres de esterol, acilgliceroles,  tocoferoles,  AGL,  fitoesteroles. 
 
A la vista de los resultados obtenidos, se podrían haber efectuado muchos más 
ciclos de reacción con un mismo lote de lipasa, ya que los primeros 4 ciclos necesitaron 
menos de 4 h para consumir más del 85 % de los fitoesteroles totales. En teoría, 
acortando el tiempo de los primeros ensayos a esas 4 h, se podrían hasta haber 
duplicado el número de ciclos. 
 
Después del octavo ciclo la lipasa se lavó siguiendo el procedimiento descrito en 
el apartado titulado “estudio de la estabilidad enzimática”. La actividad residual de la 
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lipasa después de 64 horas (8 ciclos de 8 h cada uno) fue inferior al 40 % de la actividad 
original. 
 
 Utilizando esta metodología se procesaron enzimáticamente un total de 2000 g 
de DDSMO, recuperando 1580 g de los 8 ciclos, lo que represente un rendimiento 
global del 80 %. 
 
 
3.2. Etil esterificación de los AGL del DDSMO 
 
Se han publicado estudios sobre la esterificación de esteroles con ácidos grasos 
y la transesterificación de esteroles con ésteres metílicos de ácidos grasos o TAG, 
catalizadas por la lipasa Novozym 435 [9]. Sin embargo, no hay mucha información 
sobre la discriminación de esta lipasa frente a ésteres de esterol en reacciones de 
hidrólisis o etanolisis [5, 12]. 
 
Como se comentó anteriormente, con el objetivo de separar más fácilmente por 
fluidos supercríticos el AGL restante (del producto final de la primera etapa enzimática) 
de los tocoferoles y fitoesteroles, se llevó a cabo un segundo paso enzimático de 
esterificación con etanol de estos AGL. Este segundo paso enzimático mostró como 
Novozym 435 cataliza la etil esterificación de AGL sin afectar a los residuos de AG de 
los ésteres de fitoesterol. Observando la Figura 9, vemos que durante la etil 
esterificación los ésteres de esterol no se vieron afectados. 
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Figura 9.- Etil esterificación enzimática de los AGL del producto obtenido después de la 
esterificación de fitoesteroles del DDSMO.  Condiciones: 10 g de producto, 1 g de etanol, 
0,5 g de Novozym 435, 35 ºC, 200 rpm.  ésteres de esterol, acilgliceroles,  tocoferoles, 
 AGL,  fitoesteroles ,  ésteres etílicos de ácidos grasos.  
 
 La etil esterificación de los AGL ocurre en solo 2 h de reacción. A la vista de los 
resultados, cabe destacar un pequeño descenso del porcentaje total de acilgliceroles 
durante el transcurso de la reacción, lo cual indica que además de la esterificación 
directa también ocurre una reacción de transesterificación (etanolisis de los glicéridos).   
 
 En este caso también se determinó la actividad residual de Novozym 435 
después de 24 h de etil esterificación. El grado de inactivación de Novozym 435 tras 24 
h de reacción fue del 20 %. 
 
 Por ultimo, el proceso se escaló a 250 g y se utilizó el mismo lote de lipasa 
Novozym 435 en tres ciclos consecutivos (Figura 10 A-C) de 8 h cada uno, procesando 
un total de 750 g de mezcla de reacción. Igual que en el primer paso enzimático, no se 
encontró ningún trabajo anterior que hablase de la reutilización de Novozym 435 en 
reacciones de etil esterificación de DDS. Se efectuó un simple filtrado a vacío del 
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producto final para recuperar la lipasa. En este caso, tampoco se lavó la lipasa después 
de cada ciclo del escalado. Como se puede observar en la Figura 10, hay pequeños 
cambios en la composición inicial de las mezclas de reacción de los sucesivos ciclos, lo 
que se puede atribuir a la presencia de restos de producto de los ciclos previos que 
quedan impregnando la lipasa inmovilizada. Podemos destacar que más del 95 % del 
AGL se consumió en menos de 3 h, observándose que la tasa de reacción es similar en 
los tres ciclos consecutivos, lo que indica que el grado de inactivación de la lipasa es 
relativamente bajo. 
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Figura 10.- Escalado de la etil esterificación enzimática de los AGL del producto obtenido 
después de la esterificación de fitoesteroles del DDSMO.  Ensayos 1, 2 y 3. Condiciones: 
250 g de producto, 25 g de etanol, 12,5 g de Novozym 435, 35 ºC, 200 rpm.  ésteres de 
esterol, acilgliceroles,  tocoferoles,  AGL,  fitoesteroles ,  ésteres etílicos de ácidos 
grasos. 
 
Este procedimiento se repitió dos veces, procesando un total de 1500 g del 
producto obtenido después del primer paso enzimático. Finalmente se recuperaron 1321 
g de producto, lo que representa un rendimiento del 90 %. 
 
 
3.3. Extracción supercrítica del producto final  
 
La  composición del DDS original y el material obtenido tras los dos pasos de 
reacciones enzimáticas (DDS-ME) se muestra en la Tabla 3. Este material se utilizó 
para el enriquecimiento selectivo en ésteres de fitoesterol mediante SFE en 
contracorriente. 
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Tabla 3.- Composición del destilado de desodorización de soja original (DDS), del 
destilado modificado con ácido oleico (DDSMO) y del producto final obtenido tras las 
modificaciones enzimáticas (DDS-ME). 
 
Porcentaje en peso  DDS DDSMO DDS-ME 
Hidrocarburos 4.5 3.2 3.3 
Ésteres de fitoesterol 7.3 6.2 38.6 
Tocoferoles  20.1 16.3 17.5 
Acilgliceroles  
(TAG / DAG / MAG) 
21.1  
(8.4 / 4.8 / 8.0) 
12.1  
(6.1 / 2.5 / 3.5) 
4.2 
Ácidos grasos libres (AGL) 19.8 40.3 4.1 
Fitoesteroles 27.1 21.4 2.3 
Ésteres etílicos de ácidos grasos   30.0 
 
 
 
 Trabajos previos han demostrado que a 160-180 bares de presión y 60 ºC se 
puede conseguir la extracción de AGEE de destilados de desodorización vegetales 
modificados enzimáticamente [13] o usando un gradiente de temperaturas desde 40 
hasta 75 ºC [14]. En estos trabajos anteriores solo se extraían los ésteres de ácidos 
grasos, pero en nuestro caso  también queríamos extraer los tocoferoles del DDS-ME 
para concentrar y purificar los ésteres de fitoesterol en la fracción no extraída. Para 
lograr esto se exploraron presiones superiores a 200 bares y una temperatura fija de 55 
ºC. 
 
 Las diferentes condiciones de extracción empleadas en los ensayos 
experimentales de SFE (temperatura, presión y relación disolvente/alimentación ó 
solvent-to-feed (S/F)) se muestran en la Tabla 4. También se muestran las 
composiciones de las fracciones no extraídas y los rendimientos en ésteres de fitoesterol 
(cantidad de EF en la fracción no extraída / cantidad de EF en la muestra introducida). 
Como puede observarse en la Tabla 4, en todos los ensayos experimentales se extrajeron 
completamente los hidrocarburos, los ésteres etílicos de ácidos grasos y los ácidos 
grasos libres. Además, se puede apreciar como las presiones más elevadas favorecen 
mucho la extracción de los tocoferoles, concentrándose los ésteres de fitoesterol en las 
fracciones no extraídas con rendimientos satisfactorios. 
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Tabla 4.- Composición y rendimiento en ésteres de fitoesterol de las fracciones no 
extraídas obtenidas en los ensayos de SFE-CC a las diferentes condiciones de extracción. 
HID: hidrocarburos, AGEE: ésteres etílicos de ácidos grasos, EF: ésteres de fitoesterol, 
TOC: tocoferoles, AGL: ácidos grasos libres, E: esteroles libres, TAG: triacilgliceroles. 
 
Ext. P    [bares] 
S/F     
[kg/kg] 
T     
[C] 
Composición de las fracciones no extraídas       
(%peso sin disolventes) 
Rendimiento 
en EF [%] 
    HID AGEE EF TOC AGL E TAG  
1 200 25 55 0.39 0.10 69.20 18.58 0.71 4.19 6.83 94.86 
2 225 25 55 0.00 0.06 74.82 13.46 0.00 3.93 7.73 87.90 
3 250 25 55 0.00 0.09 77.94 11.25 0.00 3.44 7.28 84.72 
4 280 25 55 0.00 0.09 79.71 8.68 0.32 3.23 7.98 70.79 
5 200 15 55 0.59 0.30 65.25 21.03 1.43 4.83 6.57 96.30 
6 250 35 55 0.00 0.10 82.40 7.51 0.00 2.39 7.60 71.84 
7 225 25 45 0.00 0.14 75.90 12.63 0.00 3.97 7.36 88.03 
 
 
 La Figura 11 muestra la variación en porcentaje en peso de EF y tocoferol 
obtenidos a temperatura y relación solvent-to-feed constantes. Se observa que el 
porcentaje en peso de los EF incrementa con el aumento de presión, mientras que el 
porcentaje en peso de tocoferol desciende, y las concentraciones de fitoesteroles libres y 
TAG casi permanecen constantes en las fracciones no extraídas (ver Tabla 4). 
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Figura 11.- Rendimiento en ésteres de fitoesterol () y porcentaje en peso de ésteres de 
fitoesterol  () y  tocoferoles () obtenidos en función de la presión de los ensayos de SFE, 
a 55 ºC y una relación solvent-to-feed de 25.  
 
 Como se observa en los experimentos 3 y 6 en la Tabla 4, se puede incrementar 
la pureza de los EF del 77,9 al 82,4 % p/p aumentando la carga de CO2 (la relación 
solvent-to-feed pasa de 25 a 35 de un experimento a otro). Este mismo efecto se observó 
a 200 bares y 55 ºC, pero en este caso, incrementando la relación solvent-to-feed de 15 a 
25. En cambio, el efecto de la temperatura sobre la pureza y el rendimiento de los EF se 
vio que era menor, según los datos del experimento 7 efectuado a 45 ºC. 
 
 Los extractos del producto se fraccionaron por una cascada de descompresión en 
dos fracciones diferentes llamadas S1 (separador 1) y S2 (separador 2). El resultado de 
estas fracciones se muestra en la Tabla 5. La fracción S1 se obtuvo a 160 bares y 55 ºC 
y se componía de alrededor de un 40 % p/p de tocoferoles. El factor de enriquecimiento 
para tocoferoles y fitoesteroles libres en el S1 fue de cerca de 2 y 3, respectivamente. 
También cabe destacar que en este S1 se obtuvo, respecto al material de partida, una 
composición similar de EF y TAG. Por el contrario, el porcentaje de ésteres etílicos de 
ácidos grasos fue cercano al 10 % (tres veces menor que en el material inicial). En todos 
los casos, el peso total de las fracciones recuperadas en el S1 nunca excedió de 18 
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gramos, lo cual representa menos del 20 % del total del material introducido en la 
columna.  
 
 A 280 bares y 55 ºC se recuperaron en el S1 cerca del 60 % del total de 
tocoferoles introducidos en la columna, mientras que cerca del 90 % del total de los 
ésteres etílicos de ácidos grasos se recuperaron en el S2. Estos resultados indican que es 
posible fraccionar los extractos del producto para obtener un extracto rico en tocoferoles 
y fitoesteroles. 
 
 
Tabla 5.- Composición de las fracciones obtenidas en los separadores S1 y S2 en los 
ensayos de SFE-CC. Condiciones en el S1: 160 bares y 55 ºC; condiciones en el S2: 20 
bares y 55 ºC. DDS-ME: destilado de desodorización de aceite de soja modificado 
enzimáticamente; AGEE: ésteres etílicos de ácidos grasos; EF: ésteres de fitoesterol; TOC: 
tocoferoles; E: esteroles libres; TAG: triacilgliceroles.  
 
   Separador 1 (S1)  Separador 2 (S2) 
 DDS-ME  Ext.1 Ext.2 Ext.3 Ext.4 Ext.6  Ext.1 Ext.2 Ext.3 Ext.4 Ext.6 
AGEE 30.1  10.2 10.0 12.0 16.5 9.4  58.8 61.1 58.3 65.1 58.9 
EF 38.7  34.1 28.8 27.4 29.0 32.8  1.7 2.7 1.7 6.1 4.0 
TOC 17.4  36.2 41.0 39.4 36.7 40.4  17.8 18.3 15.9 12.6 23.1 
E 2.3  5.7 6.6 6.0 5.7 7.7  1.0 1.2 0.8 1.0 2.0 
TAG 4.2  5.2 4.9 4.9 5.2 6.6  0.0 0.2 0.0 0.5 0.0 
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4. CONCLUSIONES 
 
 Se ha desarrollado una metodología que permite obtener ésteres de fitoesterol, 
tocoferoles y ésteres etílicos de ácidos grasos de destilados de desodorización de 
aceite de soja, con buenos rendimientos, con buena selectividad y con la 
preservación de la actividad de los biocatalizadores utilizados.  
 
 El proceso  (Figura 12) se centra en dos pasos de modificación enzimática. Se 
añadió una determinada cantidad de ácido oleico al destilado de desodorizado de 
soja original para reducir su punto de fusión y para mejorar el progreso de la 
esterificación de fitoesteroles. En el primer paso, se consiguen transformar el 90% 
(p/p) de los fitoesteroles en los ésteres de fitoesterol correspondientes en presencia 
de la lipasa de Candida rugosa. Se consiguió escalar el proceso en planta piloto, 
reutilizando el mismo lote de la lipasa hasta ocho veces con similares porcentajes 
de conversión final. Una de las ventajas del proceso es que no se necesita añadir 
agua ni utilizar vacío para llevar a cabo la reacción enzimática, simplificando tanto 
el proceso como la recuperación de la mezcla de productos.   
 
 El segundo paso enzimático transforma todos los ácidos grasos libres en sus 
ésteres etílicos correspondientes, consiguiendo  altos rendimientos (90% p/p) y sin 
afectar a los ésteres de fitoesterol, con el objetivo de facilitar su fraccionamiento 
por fluidos supercríticos.  
 
 Se fraccionaron y purificaron los ésteres de fitoesterol, los tocoferoles y los ésteres 
etílicos de los ácidos grasos de la mezcla final a través de la extracción con CO2 
supercrítico en contracorriente, obteniendo elevados enriquecimientos y 
rendimientos, tanto en los extractos (60% de tocoferoles en el primer separador y  
90% de ésteres etílicos de los ácidos grasos en el segundo separador) como en las 
fracciones no extraídas (82% de  ésteres de fitoesterol / 72% de rendimiento). 
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Figura 12. Representación esquemática del proceso desarrollado para la obtención de 
ésteres de fitoesterol a partir de desodorizados de aceite de soja. 
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1. INTRODUCCIÓN 
  Como se ha expuesto en la introducción principal, los fitoesteroles y el CLA han 
demostrado tener numerosas propiedades beneficiosas. En el caso del CLA, basándonos 
en los resultados con modelos animales y cultivos celulares derivados de humanos y 
animales, este ácido graso ha demostrado tener diversos efectos beneficiosos para la 
salud, incluyendo efectos: antiadipogénicos [1, 2], anticarcinogénicos [3], 
antiaterogénicos [4], antidiabetes [5] y propiedades antiinflamatorias [6]. 
 
Por lo general, los numerosos estudios centrados en la esterificación de esteroles 
con ácidos grasos se han centrado en obtener un compuesto capaz de reducir los niveles 
de colesterol sanguíneos, utilizando normalmente ácidos grasos omega 6 [7, 8]. Sin 
embargo hay pocos estudios centrados en el posible efecto sinérgico beneficioso del 
ácido graso esterificado. Uno de estos estudios comparaba la acción de los distintos 
ácidos grasos esterificados con fitoesteroles  sobre los niveles de lípidos sanguíneos, la 
biodisponibilidad de carotenoides, la respuesta inflamatoria y algunos marcadores de 
coagulación [9]. Para ello utilizaron fitoesteroles esterificados con aceite de girasol (FT-
AG), con ácido oléico (FT-AO) y con aceite de pescado (FT-AP). Los autores 
encontraron que los FT-AP reducen los TAG sanguíneos en sujetos 
hipercolesterolémicos, aumentan las vitaminas liposolubles y tienen menor riesgo de 
reducir la concentración de carotenoides en el plasma que los FT-AG y FT-AO. 
 
1.1. Objetivos y plan de trabajo 
Sobre la base de que ciertos ácidos grasos pueden contribuir a ampliar el efecto 
saludable de los ésteres de esterol, se propuso como objetivo la síntesis enzimática de 
un éster de fitoesterol con el CLA como ácido graso. Para la reacción de esterificación 
se usó la lipasa de C. rugosa. 
Lo que se espera del éster de fitoesterol obtenido es: (I) que sea más soluble que 
los fitoesteroles, pudiendo suministrarse a bajas dosis mientras mantiene su alta 
bioeficiencia y (II) combine el efecto beneficioso de los fitoesteroles de reducir el 
colesterol sanguíneo con los efectos del CLA en una sola molécula. 
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Aunque la esterificación de beta-sitosterol con CLA en agua o hexano ya ha sido 
estudiada [10], dicho proceso utiliza una relación 3:1 de CLA: beta-sitosterol, con C. 
rugosa como biocatalizador (15% en peso). Nuestro proceso, en cambio, describe una 
metodología casi cuantitativa para producir los esteres de esterol, lo cual evita tener que 
separar el exceso de sustrato del producto final; y en un medio sin disolventes, 
favoreciendo la química “verde” del proceso. Se estudió la carga enzimática, la 
estabilidad, la temperatura, el vacío y la adición en etapas de los fitoesteroles a la 
mezcla de reacción (Figura 1).  
 
Éster de fitoesterol con CLA
Carga enzimática
Temperatura
Vacío 
Adicción en etapas de esteroles
Estabilidad enzimática
SIN DISOLVENTES
Caracterización química 
mediante HPLC
CLA Fitoesteroles
C. rugosa
 
Figura 1. Diagrama de las variables estudiadas en la esterificación de fitosteroles con CLA 
 
2. MATERIALES Y MÉTODOS 
2.1. Muestras y reactivos  
Como material de partida se empleó una mezcla de fitoesteroles que se obtuvo 
del tratamiento previo de un destilado de desodorización de girasol (DDG). La 
cristalización, la recuperación posterior y la composición de la mezcla de esteroles se 
detallan en la siguiente publicación del grupo de investigación [11]. El CLA (pureza 
superior al 90% p/p) fue un regalo de la empresa Natural ASA (Sandvika, Noruega). 
 
La lipasa de C. rugosa se compró a Sigma (St. Louis, MO, EE.UU.). El 
preparado contenía 1179 U/mg de lipasa. Todos los disolventes utilizados fueron de 
grado HPLC de Lab-Scan (Dublín, Irlanda). 
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2.2. Esterificación de los esteroles del destilado de desodorización de 
girasol 
Se mezclaron los reactivos, el CLA (1,5-1,7 g)  y diferentes proporciones de la 
mezcla de fitoesteroles, y se incubaron con la lipasa de C. rugosa (5 - 15% p/p) en un 
agitador orbital (200 rpm) a 35-40 °C. Se recogieron muestras de 50 µl periódicamente 
(0, 0,5, 1, 2, 3, 5, 10, 24 h y más), que se disolvieron en 1 ml de hexano/etanol/metil 
tert-butil éter 5/5/1 (v/v/v). Los tiempos de reacción ensayados fueron desde 24 a 168 h. 
Las muestras fueron analizadas por HPLC-ELSD.  
2.3. Estudio de la estabilidad enzimática 
 La metodología empleada para calcular la actividad residual de la lipasa tras los 
ciclos de reacción fue la descrita en el capítulo II.  
2.4. Análisis por HPLC 
 Tanto el equipamiento de HPLC, como la metodología de análisis empleada 
fueron las descritas en el capítulo II. 
 
3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
3.1. Efecto de la temperatura 
La esterificación de la mezcla de esteroles del DDG con CLA fue eficaz a dos 
temperaturas diferentes. En ambos casos se uso una relación molar 2:1 de CLA: 
fitoesteroles, con un 10% en peso de lipasa de C. rugosa. Ambas reacciones llegaron a 
la misma composición final (≈ 55 % ésteres de fitoesterol), sin embargo, fueron 
necesarias más de 10 horas para alcanzar el equilibrio a 35 °C, mientras que a 40 °C, el 
equilibrio de la reacción se alcanzó en aproximadamente 5 h (Figura 2). Por ello, en los 
estudios posteriores se utilizará este valor temperatura. Estos resultados indican que la 
temperatura tiene un efecto significativo sobre la velocidad de la reacción, ya que el 
aumento de 5 ºC prácticamente reduce a la mitad el tiempo de reacción. A pesar de estos 
resultados, no se estudiaron temperaturas superiores a 40 °C con la idea de preservar la 
actividad enzimática y proponer un proceso en el que el biocatalizador se pueda 
reutilizar el mayor número de ciclos posibles.  
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Figura 2. Efecto de la temperatura (35 °C; 40 °C) en la esterificación de los fitoesteroles 
del DDG con CLA, catalizada por la lipasa de Candida rugosa. Condiciones de reacción: 
1.7 g CLA, 1.25 g fitoesteroles, 10% p/p de lipasa. ▲ ésteres de fitoesterol; ■ CLA; ● 
fitoesteroles libres. 
3.2. Efecto de la cantidad de lipasa 
Se investigaron tres porcentajes diferentes de la lipasa (5%, Figura 3A, 10%, 
Figura 3B, y el 15%, Figura 3C). Las reacciones se llevaron a cabo a 40 °C con una 
relación molar 2: 1 de CLA: esteroles. Los resultados mostraron que un porcentaje de 
lipasa por encima del 10% en peso de la mezcla de reacción no aumentaba 
significativamente la velocidad del proceso (Figura 3 A-C), obteniéndose porcentajes 
finales de ésteres de fitoesterol similares (≈55%) con los tres porcentajes de la lipasa. 
Por tanto, en experimentos posteriores se utilizó un 10% (p/p) de lipasa. 
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Figura 3. Efecto de la cantidad de lipasa en la esterificación de los fitoesteroles del DDG 
con CLA, catalizada por la lipasa de Candida rugosa. (A) 5% de lipasa (p/p), (B) 10% de 
lipasa (p/p), (C) 15% de lipasa (p/p). Condiciones de reacción: 1.7 g CLA, 1.25 g 
fitoesteroles, 10% p/p de lipasa. ▲ ésteres de fitoesterol; ■ CLA; ● fitoesteroles libres. 
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3.3. Relación molar 
La mayoría de los trabajos de esterificación de esteroles sin disolventes 
encontrados en la bibliografía se han llevado a cabo con un exceso de ácidos grasos 
frente a los esteroles [12]. En el presente trabajo se estudió el uso de cantidades 
estequiométricas en la reacción de esterificación de fitoesteroles y CLA. Se observó que 
con una proporción molar 1:1 de ácidos grasos libres: fitoesteroles no se producía la 
esterificación directa de estos últimos. Esto pudo ser debido al aumento de la viscosidad 
de la mezcla de reacción, lo cual produjo dificultades en la transferencia de masa y 
limitaciones de difusión entre los sustratos y la enzima. Este aumento de viscosidad se 
constató visualmente, ya que la mezcla de reacción tenía un aspecto pastoso, semi-
sólido y poco homogéneo, ya que los FT a penas se disolvían en el ácido graso.  
 
Para solucionar este problema se añadieron los fitoesteroles en dos o tres etapas 
diferentes con idea de solubilizar mejor los esteroles y favorecer la reacción. La 
cantidad total de FT, necesaria para transformar todo el CLA en sus correspondientes 
ésteres de fitoesterol, se dividió en tres partes idénticas y se añadieron a la mezcla de 
reacción a intervalos de 24 h. La Figura 4 muestra los resultados de la incorporación 
gradual de los FT en tres fases consecutivas.  
 
Los resultados mostraron una disminución drástica de la velocidad de reacción 
de la primera a la segunda etapa, mientras que la velocidad de reacción fue casi 
insignificante en la tercera fase. Cabe señalar que la concentración total de los FT al 
comienzo de la tercera etapa fue aún mayor que en la primera etapa, mientras que la 
concentración de CLA fue mucho menor (aproximadamente 20%, por un 70% de la 
primera etapa). Las inspecciones visuales de la mezcla de reacción indicaron un 
aumento de la viscosidad de la primera a la segunda fase y casi la completa 
solidificación de la mezcla en la tercera fase. 
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Figura 4. Adicción en etapas de los fitoesteroles en la esterificación enzimática de los 
fitoesteroles del DDG con CLA. Condiciones de reacción: 1.7 g CLA, 0.7 g esteroles, 10% 
p/p de lipasa. Tras 24 y 48 h se añadieron 0.7 g de fitoesteroles. ▲ ésteres de fitoesterol; ■ 
CLA; ● fitoesteroles libres. 
 
Se determinó la actividad residual de la lipasa después de la tercera fase de la 
reacción. Después de 72 h, la lipasa mantenía aproximadamente el 50% de su actividad 
inicial (Figura 4). La conversión de esteroles fue del 90% y 50% (en peso) al final de la 
primera y la segunda etapa, respectivamente. Este resultado puede indicar que la 
acumulación de agua durante las dos primeras fases detuvo la esterificación de los 
esteroles, al producirse un equilibrio entre los sustratos y los productos: 
 
Fitoesteroles + CLA  ↔  Ésteres de fitoesterol + Agua 
 
Para solucionar este problema, el agua producida durante la esterificación fue 
eliminada por la realización de la reacción en vacío (100 milibares). La lipasa de C. 
rugosa es muy eficaz para la esterificación de esteroles, incluso en presencia de una 
cantidad moderada de agua [13], debido a que necesita un mínimo de actividad de agua 
  197
Capítulo III. Esterificación de fitoesteroles con CLA 
(aw) para ser funcional. Por este motivo se decidió utilizar el vacío al comienzo de la 
segunda etapa, para evitar una deshidratación excesiva de la lipasa y preservar su 
actividad el mayor tiempo posible.  
 
Con el objetivo de reducir el tiempo total de la reacción, se añadieron el total de 
fitoesteroles en sólo dos etapas. Una tercera parte del total de FT se añadieron en la 
primera etapa (0,7 g; 1,72 mmol) y un poco menos de los dos tercios restantes (1,2 g; 
2,95 mmol) se añadieron en la segunda etapa. La relación molar total fue de 4,7 mmol 
de fitosterol frente a 5,1 mmol de CLA. 
 
La primera etapa de la reacción fue mucho más rápida que la segunda (Figura 5). 
Después de 5 h de la primera etapa, hubo una conversión de más del 90% de los 
fitoesteroles en sus correspondientes ésteres de fitoesterol. En la segunda etapa la 
velocidad de la reacción fue casi lineal hasta alcanzar una concentración del 80% de EF 
después de 120 h, consumiéndose aproximadamente el 90% del total de CLA y el 85% 
del total de los FT (mmol). 
 
Figura 5. Efecto de la adicción en dos etapas de los fitoesteroles bajo vacío (100 milibares) 
en la esterificación enzimática de los fitoesteroles del DDG con CLA. Condiciones de 
reacción: 1.7 g CLA, 0.7 g de FT, 10% p/p de lipasa. Tras 24h se añadieron 1.2 g de FT. ▲ 
ésteres de fitoesterol; ■ CLA; ● fitoesteroles libres. 
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Por otro lado, la actividad residual lipasa después de más de 100 h de reacción 
fue aproximadamente de un 35%, indicando que la esterificación estequiométrica de los 
esteroles con ácidos grasos es posible, aunque un biocatalizador más activo y estable 
aumentaría enormemente el potencial de esta metodología.  En el capítulo IV se 
abordará el trabajo realizado en la búsqueda de este biocatalizador, amén de la 
optimización de otras variables con el objetivo de reducir los elevados tiempos de 
reacción. 
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4. CONCLUSIONES 
De lo anteriormente expuesto se puede concluir: 
 Se ha desarrollado un proceso enzimático para esterificar fitoesteroles con ácido 
linoleico conjugado, con la lipasa de Candida rugosa y sin añadir disolventes. 
 Se estudió el efecto de la carga enzimática en la velocidad de la reacción, 
obteniendo una carga óptima de lipasa del 10% en peso de la mezcla de reacción 
inicial.  
 En este proceso, la adición de los fitoesteroles en etapas permite reducir el 
exceso de ácidos grasos utilizados normalmente en los procesos de esterificación 
de esteroles; y al realizar la segunda etapa de la reacción a vacío (100 milibares), 
se elimina la acumulación de agua que impide el curso de la reacción. 
 Utilizando esta metodología se obtienen ésteres de fitoesterol con una pureza del 
80%, consumiéndose más del 90% del ácido linoleico conjugado total. 
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1. INTRODUCCIÓN 
 
Históricamente, el objetivo de la investigación agrícola y alimentaría ha sido el 
de incrementar el rendimiento y la eficiencia productiva, prestando poca atención a la 
posibilidad de mejorar el perfil nutricional de los alimentos. El creciente número de 
evidencias científicas sobre los beneficios potenciales para la salud de ciertos 
micronutrientes de los alimentos ha dado lugar al concepto de alimentos funcionales y 
ha ayudado a crear una demanda de alimentos con mejores perfiles nutricionales, 
sensibilizando a los consumidores [1, 2] En este sentido, tanto productores como 
científicos han impulsado en los últimos años  investigaciones y nuevas prácticas 
agrícolas para mejorar el perfil nutricional de los alimentos [3]. Un ejemplo de esto es la 
industria láctea, con numerosas investigaciones centradas en modificar la composición 
de la grasa de la leche [4]. 
 
Existen en la bibliografía varios estudios sobre el fraccionamiento de la grasa 
láctea [5, 6]. Sin embargo, la mayoría de estos procedimientos se centran en mantener la 
identidad de la grasa láctea, intentando fraccionar los distintos triglicéridos y el 
colesterol, por lo que la composición final en ácidos grasos individuales de las 
fracciones no varía en gran medida respecto de la grasa láctea original. 
 
La extracción con CO2 supercrítico se ha utilizado en sistemas continuos o 
discontinuos para fraccionar la grasa anhidra de la leche en fracciones con propiedades 
específicas (distinto punto de fusión, distinta composición en AG, etc.), que pudieran 
tener gran variedad usos [7-9].  
 
Como ya se expuso en la introducción del capítulo I, los ácidos grasos de cadena 
corta y media han demostrado tener numerosas propiedades beneficiosas para la salud, 
desde la regulación de los lípidos plasmáticos, a la resistencia a la insulina o la respuesta 
inflamatoria. Además, dentro de los AGCC, el ácido butírico parece tener potencial 
como agente anticancerígeno [10, 11]. 
 
A priori la grasa láctea puede ser un material de partida relativamente caro, ya 
que existen otras fuentes naturales más baratas (aceite de coco) que se pueden utilizar 
para obtener fracciones enriquecidas en AGCM. Sin embargo, su composición única de 
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ácidos grasos proporciona un excelente material de partida para la producción de 
extractos altamente enriquecidos, no sólo en AGCM, sino también en AGCC. 
 
Cabe destacar que un tercio de la grasa de la leche contiene una molécula de 
butirato situado en la posición sn-3, y que más del 50% de los triglicéridos totales de la 
grasa láctea contienen al menos un AGCC o un AGCM [12]. Estas similitudes entre los 
TAG hacen que su fraccionamiento por fluidos supercríticos resulte complicado y no 
permita obtener productos altamente enriquecidos en AGCC y AGCM para aplicaciones 
nutricionales. Por este motivo, un primer paso debería ser transformar los residuos de 
ácidos grasos de la grasa láctea en sus correspondientes ésteres etílicos, para facilitar su 
fraccionamiento sobre la base de las diferentes propiedades físicas y químicas de los 
distintos ácidos grasos. 
 
1.1. Objetivos y plan de trabajo 
El objetivo del presente estudio fue obtener fracciones ricas en AGCC y AGCM 
en forma de ésteres etílicos a partir de grasa láctea, para lo cual, previamente se realizó 
una transesterificación por etanolisis química de los TAG. Para lograr el 
fraccionamiento se hicieron extracciones con CO2 supercrítico en contracorriente, a 
presiones comprendidas entre 89 y 186 bares, y a dos temperaturas diferentes (48 y 60 
ºC). Las condiciones se eligieron en función de la densidad del fluido supercrítico (se 
utilizó el programa Allprops1) y la solubilidad de los AGEE en CO2 [13]. Para 
determinar las mejores condiciones de extracción se usaron la composición de los 
extractos y las fracciones no extraídas. 
 
Las fracciones extraídas podrán ser utilizadas como materia prima para la 
producción de lípidos funcionales de alto valor. A fin de mejorar la viabilidad 
económica del proceso, la fracción no extraída, que no tiene un gran interés alimentario, 
se podría utilizar también para otras aplicaciones industriales sin relación con la 
alimentación, como por ejemplo la industria del biodiesel. 
 
                                                 
1 Allprops es un programa informático que permite conocer las propiedades termodinámicas de 
sustancias puras. En este caso, la densidad del CO2 a una determinada temperatura y presión. 
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Figura 1. Esquema de trabajo empleado para la optimación de la extracción  
 
 
2. MATERIALES Y MÉTODOS 
2.1. Muestras y reactivos  
La grasa láctea utilizada para el fraccionamiento supercrítico de sus AGCC y 
AGCM fue donada por Industrias Lácteas Asturianas S.A. (Navia, España). 
 
La disolución de etóxido sódico en etanol absoluto al 21 % (p/v) utilizada en la 
etanolisis de la grasa láctea fue suministrada por Sigma-Aldrich Chemie (Steinheim, 
Alemania).  
 
Todos los disolventes utilizados se adquirieron a Lab Scan Analytical Sciences 
(Dublín, Irlanda) y tenían grado HPLC. 
 
El dióxido de carbono (99.98%) utilizado en las extracciones supercríticas fue 
suministrado por Air Liquide España S.A. (Madrid). 
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2.2. Reacción de transesterificación por etanolisis en medio básico 
de la grasa láctea 
En esta reacción los AG que se encuentran esterificados en forma de TAG se 
transformaron en sus correspondientes AGEE. La grasa láctea se mezcló con una 
disolución del 5,25% (peso/vol) de etóxido sódico en etanol absoluto, en una relación 
4:1 (vol:vol). Esta mezcla se mantuvo durante 30 min a 60 ºC con agitación en un 
reactor de 5 litros (Figura 2). 
 
Posteriormente se realizaron dos lavados:  
 
 El primero, con una disolución en agua de cloruro sódico (0,5 M) a 50 ºC. 
 El segundo, con agua destilada a 50 ºC. 
 
El volumen empleado en estos dos lavados fue la mitad del volumen de la grasa 
láctea  utilizada. Después del segundo lavado, la mezcla se centrifugó a 585 x g durante 
10 minutos. Finalmente, el producto de la reacción de etanolisis fue secado con sulfato 
de sodio anhidro y filtrado a vacío.  La composición del producto final se muestra en la 
Tabla 1.  
 
Tabla 1. Composición del producto de la etanolisis de la grasa láctea 
 
Ácido graso Porcentaje en peso 
C4 3,2 
C6 2,3 
C8 1,4 
C10 3,4 
C12 3,7 
C14 11,7 
C16 27,7 
C18 8,8 
C18:1-C18:2 36,9 
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Figura 2. Reactor con tapa de 5 vías y manta térmica (Afora, España), agitador mecánico 
(Heidolph Instruments, Schwabach, Alemania), controlador para la temperatura (Selecta, 
Abrera, España) y criostato (Huber, Offenburg, Alemania) que condensa los vapores 
generados durante la reacción. 
 
2.3. Planta piloto de extracción supercrítica  
El equipo de extracción supercrítica empleado fue el mismo descrito en el 
capítulo II. 
2.4. Metodología de extracción 
Durante las extracciones se introdujo un flujo continuo de CO2 en la columna a 
través de la parte inferior. Cuando se alcanzaron la presión y la temperatura de 
experimentación se bombeó el producto final de la etanolisis de la grasa láctea (100 
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ml/h) por la parte superior durante el tiempo de extracción (60 min).  La relación entre 
el flujo de CO2 y el de grasa láctea (solvent to feed) fue de 15. 
 
El primer separador se mantuvo a 60 bares y 20 °C, mientras que el segundo 
separador de se mantuvo a baja presión y temperatura (20 bares y 10 °C) para evitar la 
perdida por arrastre de los AGEE de cadena más corta (enfriando con hielo en la trampa 
fría del equipo). Los extractos recogidos en los separadores y los refinados fueron 
pesados y analizados por GC. El balance de materia se cerró en todos los experimentos 
con una inexactitud inferior al 7,4%, es decir, se recuperó más del 90% del material de 
partida. 
 
2.5. Análisis de AGEE de grasa láctea por cromatografía de gases 
on-column 
Para el análisis de los AGEE de la grasa láctea, se inyectaron 0,2 μl de una 
disolución de la muestra a una concentración de ~4 mg/ml en cloroformo en un 
cromatógrafo de gases Hewlett-Packard 5890 series II con inyección on-column, 
columna capilar de 7 metros y 0.25 μm de diámetro interno (5% fenil metil silicona, 
Quadrex Corporation, New Haven, CT). Como precolumna se usó una sección de la 
columna desactivada (12 cm × 530 μm d. i.). Las temperaturas del inyector y el detector 
fueron 43 ºC y 360 ºC, respectivamente. El programa de temperatura fue el siguiente: 
empezando a 40 ºC; el horno se calentó hasta 250 ºC a 42 ºC/min, manteniendo está 
temperatura 10 minutos; posteriormente se aumenta de 250 ºC hasta 325 ºC a 7,5 
ºC/min, manteniendo la temperatura final 20 minutos. Se usó helio como gas portador a 
una presión de 0,036 MPa.  
 
3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
3.1. Condiciones de extracción y rendimientos 
Se consiguió fraccionar eficazmente los AGEE de grasa láctea a través de la 
extracción con CO2 supercrítico en contracorriente a presiones que iban desde 89 hasta 
186 bares y a 2 temperaturas diferentes (48 y 60 °C). Este amplio intervalo de 
condiciones de extracción se seleccionó en base al balance de masas entre los extractos 
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y los refinados, es decir, se exploraron aquellas condiciones de extracción que producen 
desde un pequeño porcentaje de extracto a las que producen una extracción casi total de 
los AGEE. Con este objetivo, se usaron diferentes densidades de CO2 supercrítico, 
variando la presión y la temperatura. A mayor temperatura, menor es la densidad del 
CO2, dándose el efecto contrario con la presión. La gama de densidades de CO2 
utilizado en el presente estudio fue de 0,3 a 0,7 g/ml. 
 
Cabe señalar que a densidades de CO2 de 0,3 g/ml (89 bares y 48 °C, y 101 
bares y 60 °C), aproximadamente el 10% (p/p) del material que se introduce en la 
columna se extrajo. Por el contrario, todo el material introducido en la columna fue 
extraído con una densidad de CO2 de 0,7 g/ml (186 bares y 60 °C), es decir, no se 
obtuvo fracción no extraída. 
 
También es importante destacar que el balance de masa para el AGCC más 
pequeño de la mezcla, el butirato de etilo, fue menor (50-70%) que para el resto de 
AGEE (~ 100%). A pesar de que la despresurización de los extractos se realiza en 
cascada en dos etapas consecutivas (60 bares y 20 °C en el primer separador, y 20 bares 
y 10 °C en el segundo), el butirato de etilo tiene una presión de vapor relativamente alta 
(11.3 mm Hg), incluso a 20 bares y 10 °C, lo que impide su recuperación completa 
debido a las limitaciones del equipo utilizado, incluso poniendo hielo en la trampa 
criogénica, ya que una parte se elimina vaporizada con el CO2 que se expulsa al exterior 
al final de la extracción. 
 
Para comprobar la reproducibilidad de la metodología de fraccionamiento 
utilizada, se han representado algunos de los experimentos de extracción en la Tablas 2, 
3, 4 y 5. El examen de los resultados de estos experimentos (por ejemplo, extracciones 
1, 2 y 3, o extracciones 4 y 5 de la Tabla 4) indica algo de fluctuación en la composición 
y los rendimientos, especialmente para los AGCC. En estos experimentos, el porcentaje 
de C4 en las extracciones 1, 2 y 3 fluctúa desde un 18 hasta un 24%, y en las 
extracciones 4 y 5 del 4 a 9%. Estas fluctuaciones pueden atribuirse a la alta volatilidad 
de estos compuestos, lo cual hace que se evaporen parcialmente durante el tiempo que 
están precipitados en las celdas de extracción. 
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Otro aspecto importante del fraccionamiento es determinar cómo se dividen los 
diferentes AGEE entre los extractos y las fracciones no extraídas. La Figura 3 muestra 
la tendencia de la composición de los diferentes AGEE frente a la presión utilizada en el 
fraccionamiento con CO2 supercrítico. Examinando la Figura 2 se observa que 
aproximadamente el 50% del AGEE C14 es extraído a 115 bares, mientras que para 
extraer completamente todos los AGEE C14 es necesaria una presión de 150 bares. 
 
Por otro lado, el AGEE C16 se acumula en la fracción no extraída a presiones 
inferiores a 130 bares, mientras que se extrae completamente a 150 bares. Los AGEE 
C18:1 y C18:2 se acumulan en la fracción no extraída, incluso a una presión de 150 
bares, lo que indica que en estas condiciones de extracción  podrían ser fraccionados 
eficazmente de los AGEE de cadena corta.  
 
La Figura 3 también indica que a 60 °C, la extracción de AGCC y AGCM tiene 
lugar incluso a la presión más baja investigada. Sin embargo, para extraer 
eficientemente estos ácidos grasos se debe utilizar presiones de hasta 129 bares, 
condiciones en las se extraen también una cantidad significativa de AGEE C14 y C16. 
Por esta razón, es necesario lograr un equilibrio entre composición y rendimiento, para 
obtener extractos altamente enriquecidos en AGCC y AGCM con rendimientos 
aceptables. 
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Figura 3. Composición en determinados AGEE de las fracciones no extraídas para las 
extracciones a 60 ºC (de la 8 a la 14). 
 
3.2. Composición de las fracciones obtenidas en el fraccionamiento 
supercrítico 
Se puede observar en la Tabla 4 que los extractos más enriquecidos en ésteres 
etílicos de AGCC y AGCM se obtienen a 89 bares y 48 °C (extracciones 1 y 2) y 101 
bares y 60 °C (extracciones 8, 9 y 10). En estas dos condiciones de extracción (densidad 
de 0,3 g de CO2/ml), se obtuvo aproximadamente un 20% de C4 en los extractos. 
Considerando que el porcentaje original de C4  en la  grasa láctea es de un 3%, se puede 
afirmar que este AGEE de cadena corta se puede fraccionar eficazmente. 
 
La composición de los extractos y las fracciones no extraídas se muestran en las 
Tablas 4 y 5, respectivamente. Se puede observar como con la menor densidad de CO2 
estudiada (0,3 g/ml), sólo un 10% (aproximadamente) de los AGEE de cadena corta se 
encuentra en la fracción no extraída. 
 
Para calcular la eficacia del fraccionamiento obtenido, es muy útil usar el 
concepto de factor de enriquecimiento. Este factor, que se obtiene como la relación 
entre la composición en el extracto y la composición en la mezcla original de AGEE de 
la grasa láctea, se encontró que era mayor de 7 para los AGEE C4 y C6. Este resultado 
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indica la eficiencia del fraccionamiento llevado a cabo, además de la evidencia de la 
imposibilidad de alcanzar un fraccionamiento similar si se hubiese utilizado la grasa  
láctea original en forma de triglicéridos.  
 
Ejemplo: Factor de enriquecimiento C4 (extracción 1) = 24,3 / 3,2 = 7,6 
 
Mediante esta metodología, es posible obtener extractos con una riqueza del  
70% (p/p) de ésteres etílicos de AGCC y AGCM, con buenos porcentajes de 
recuperación (más de 80%). 
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 Extracciones 
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 
Condiciones                
    Presión 89 89 98 105 105 117 142 101 101 101 115 115 129 149 186 
   Temperatura 48 48 48 48 48 48 48 60 60 60 60 60 60 60 60 
Rendimientos                
   C4 65,2 65,6 74,9 46,4 76,5 72,5 81,3 60,8 58,6 59 63,1 72,3 75,8 67,4 66,7 
   C6 69,1 65,6 83 70,8 92 83 87,3 76,6 77,1 56,6 84,1 88,7 92,3 82,5 88,6 
   C8 41,2 37,8 62 88 99,1 93,1 96,5 47,3 50,3 35,4 81,3 80,1 99,4 91,8 100,5 
   C10 23,3 20,1 37,1 87,7 78,9 93,4 97,4 25,3 27 20,9 49,3 49,3 87,3 91,9 102,6 
   C12 13,5 11,7 22,8 64,5 52,6 92,3 98,3 14,3 15,4 10,7 29,8 30,3 60,2 89,9 100,4 
   C14 7,5 7,9 13,6 45,1 34,4 86,3 97,8 9,2 7,8 5,1 18,3 19,4 40,7 80,1 99,8 
   C16 4 5,4 7,7 31,3 21,3 68,5 97,1 5,3 3,8 2,5 11,9 11,4 26,3 63 98 
   C18 2,3 4,1 4,4 21,2 13,2 50,8 96,7 3,2 2,1 1,4 7,5 6,4 17,5 49,1 96,5 
   C18:1-  C18:2 2,6 4,1 4,9 23,5 14,6 55 97,2 3,5 2,2 1,6 8,1 7,1 19,1 52,2 97,3 
Tabla 2. Rendimientos en porcentaje en peso (% p/p) de los extractos obtenidos en el fraccionamiento con fluidos supercríticos. 
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Tabla 3. Rendimientos en porcentaje en peso (% p/p) de las fracciones no extraídas obtenidas en el fraccionamiento con fluidos   
supercríticos. 
 
 Extracciones 
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 
Condiciones               
    Presión 89 89 98 105 105 117 142 101 101 101 115 115 129 149 
   Temperatura 48 48 48 48 48 48 48 60 60 60 60 60 60 60 
Rendimientos               
   C4 7,9 2,3 10,3 0 0 0 0 11,2 0 0 0 0 6,7 0 
   C6 13,1 19,5 4,4 0 0 0 0 10,5 6,4 21,9 0 0 0 0 
   C8 56 58,3 32,7 0 0 0 0,2 49,6 42,4 57,1 11,6 16,8 0 0 
   C10 73,9 75,8 60,7 0 20,7 0 0,3 71,5 68,9 76,6 46 48,5 11,7 1,1 
   C12 83,5 83,7 76,2 30,6 49,8 1,3 0,3 81,3 81,7 89,3 66,5 67,8 38,6 2,9 
   C14 87,8 86,9 84,5 52,7 67,4 9,1 0,3 86,8 90,8 95,2 77,1 77,7 56,7 14,5 
   C16 90,8 89,4 90,9 67,4 79,3 29,8 0,4 91,6 94,9 97,6 83,8 86,7 69,2 35 
   C18 94,3 91,9 94,8 76,8 88,4 49 0,4 94,2 95,8 100 88,7 92,7 77,4 51,4 
   C18:1-C18:2 93,8 90,9 94,3 75,1 85,4 44,9 0,4 94,2 96,4 97,9 87,6 91,6 76,1 48,3 
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Tabla 4. Composición (% p/p) en AGEE de la grasa láctea original y los extractos obtenidos en el fraccionamiento con fluidos supercríticos. 
  
  Extracciones 
 
Grasa 
láctea 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 
Condiciones                 
  Presión  89 89 98 105 105 117 142 101 101 101 115 115 129 149 186 
   
Temperatura 
 
48 48 48 48 48 48 48 60 60 60 60 60 60 60 60 
Composición                 
   C4 3,2 24,3 22,2 18,3 4,4 9,1 3,5 2,7 19,9 21,6 28,1 12 13,8 7,7 3,5 2,2 
   C6 2,3 18 15,5 14,2 4,7 7,7 2,8 2 17,5 19,8 18,9 11,2 11,9 6,5 3 2,1 
   C8 1,4 6,5 5,4 6,4 3,5 5 1,9 1,4 6,5 7,8 7,1 6,5 6,5 4,3 2 1,4 
   C10 3,4 9,2 7,2 9,5 8,7 9,9 4,8 3,4 8,7 10,5 10,5 9,9 9,9 9,3 5 3,6 
   C12 3,7 5,7 4,5 6,4 6,9 7,2 5,1 3,8 5,3 6,4 5,8 6,5 6,6 7 5,3 3,8 
   C14 11,7 10,1 9,6 12 15,3 14,8 15,2 11,9 10,9 10,3 8,7 12,6 13,4 14,9 15 12 
   C16 27,7 12,8 15,7 16,2 25,3 21,8 28,6 27,9 15 11,9 10,2 19,4 18,7 22,9 27,9 28,1 
   C18 8,8 2,3 3,7 2,9 5,4 4,3 6,7 8,8 2,9 2,1 1,8 3,9 3,3 4,8 6,9 8,7 
  C18:1-C18:2 36,9 10,9 15,8 13,7 25,2 19,8 30,6 37,1 13 9,3 8,6 17,6 15,5 22 30,8 37,1 
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Tabla 5. Composición (% p/p) en AGEE de las fracciones no extraídas obtenidas en el fraccionamiento con fluidos supercríticos. 
 
 Extracciones 
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 
Condiciones               
    Presión 89 89 98 105 105 117 142 101 101 101 115 115 129 149 
   Temperatura 48 48 48 48 48 48 48 60 60 60 60 60 60 60 
Composición               
   C4 0,3 0,1 0,4 0,0 0,0 0,0 0,0 0,4 0,0 0,0 0,0 0,0 0,3 0,0 
   C6 0,3 0,5 0,1 0,0 0,0 0,0 0,1 0,3 0,2 0,5 0,0 0,0 0,0 0,0 
   C8 0,9 0,9 0,5 0,0 0,0 0,0 0,7 0,8 0,7 0,9 0,2 0,3 0,0 0,0 
   C10 2,9 3,1 2,4 0,0 1,0 0,0 2,7 2,8 2,7 2,9 2,0 2,1 0,6 0,1 
   C12 3,6 3,7 3,3 1,8 2,5 0,2 3,4 3,5 3,4 3,6 3,2 3,1 2,2 0,3 
   C14 11,9 12,0 11,6 10,1 10,9 3,5 11,8 11,8 12,1 12,2 11,7 11,3 10,5 5,0 
   C16 29,2 29,4 29,7 30,6 30,4 26,9 29,7 29,5 30,0 29,7 30,0 30,0 30,3 28,3 
   C18 9,6 9,6 9,8 11,0 10,7 14,0 9,8 9,6 9,6 9,6 10,1 10,1 10,7 13,1 
  C18:1-C18:2 40,1 39,7 41,0 45,3 43,5 53,9 40,9 40,3 40,5 39,6 41,7 42,1 44,2 51,8 
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3. CONCLUSIONES 
 
 Se ha desarrollado una nueva metodología combinando etanolisis química y 
extracción con CO2 supercrítico, que permite el fraccionamiento de los ácidos 
grasos de la grasa láctea en forma de ésteres etílicos con altos enriquecimientos 
y rendimientos. 
 
 La transformación de los triglicéridos en sus ésteres etílicos de ácidos grasos 
permite obtener extractos altamente enriquecido en ácidos grasos de cadena 
corta y media (hasta un 70%) con buenos rendimientos (más del 80%), 
empleando condiciones de extracción muy suaves (89 bares y 48 °C). En estas 
condiciones de extracción, los factores de enriquecimiento para los ésteres 
etílicos de  los ácidos grasos C4 y C6 resultaron ser superiores a 7.  
 
 Con el procedimiento desarrollado, se pueden establecer las condiciones de 
extracción para fraccionar los ésteres etílicos de  determinados ácidos grasos en 
función de su longitud de cadena variado la densidad del CO2 supercrítico. De 
este modo se pueden obtener extractos y fracciones no extraídas con diferentes 
composiciones y valores nutricionales. 
 
 Esta metodología puede ser utilizada para aislar fracciones enriquecidas en 
ésteres etílicos de ácidos grasos de cadena corta y media con el objetivo de 
producir lípidos funcionales.  
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1. INTRODUCCIÓN 
La grasa de la leche contiene varios compuestos que han demostrado tener 
efectos beneficiosos sobre distintos trastornos relacionados con la salud. Estos efectos 
se han constatado en modelos animales y en cultivos celulares de humanos y animales  
[1, 2]. Una de estas sustancias, como ya se expuso en capítulos anteriores, es el ácido 
linoleico conjugado (CLA), que se encuentra principalmente en carne de vacuno, 
cordero y productos lácteos.  
 
Parodi [3], por ejemplo, ha escrito numerosos artículos resumiendo el papel de 
los productos lácteos en la prevención del cáncer, destacando entre los componentes 
beneficiosos el ácido butírico.  
 
Por otra parte, los beneficios para la salud de los  AGCM (C6:0-C12:0) son bien 
conocidos. Los AGCM son una fuente rápida de energía para los seres humanos, ya que 
después de la digestión, la mayoría de ellos son transportados directamente al hígado a 
través de la vena porta para su oxidación, depositándose poco o nada en la grasa 
corporal [4].  
 
Además, la grasa láctea contiene una proporción significativa de ácido trans-
vaccénico que ha mostrado tener algunas actividades biológicas interesantes en 
humanos. Un estudio llamado proyecto TRANSFACT fase I comparó los efectos de las 
fuentes naturales e industriales de isómeros de ácidos grasos trans sobre los factores de 
riesgo de enfermedades cardiovasculares [5, 6] y encontraron que los AGT industriales 
tenían efectos negativos sobre los factores de riesgo cardiovascular, mientras que los 
AGT naturales presentes en productos lácteos no. 
1.1. Objetivos y plan de trabajo 
Continuando con la línea de investigación sobre esterificación de fitoesteroles en 
medios sin disolventes, el presente  estudio se centra en describir metodologías para 
producir ésteres de fitoesterol con los ácidos grasos de la grasa láctea. En concreto, se 
usaron los AGL usando la lipasa de C. rugosa comercial e inmovilizada, con una 
metodología similar a la utilizada para esterificar el CLA, prestando especial atención a 
la temperatura con el fin de acortar los tiempos de reacción. También se ha llevado a 
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cabo la síntesis de ésteres de fitoesterol utilizando concentrados de ésteres etílicos de 
AGCC-AGCM obtenidos mediante fraccionamiento supercrítico (capítulo IV) y butirato 
de etilo. En este caso, además de la lipasa de C. rugosa, se estudiaron otras lipasas para 
llevar a cabo la transesterificación de fitoesteroles. 
 
Las principales ventajas que se esperan de los ésteres de fitoesterol obtenidos 
son:  
 
- Obtener un producto de fitoesterol más soluble, que puede ser dado en dosis 
más bajas, manteniendo una alta bio-eficiencia. Además, al incorporar ácidos grasos de 
cadena corta, los ésteres de fitoesterol producidos son menos apolares y podrían 
presentar una mayor hidrodispersabilidad [7]. 
 
-  Obtener un producto que combine los efectos beneficiosos de los fitoesteroles 
con alguno de los efectos de los ácidos grasos de la grasa láctea en una sola molécula.  
 
Para lograr estos objetivos, se evaluó además la especificidad de sustrato hacia 
los distintos ácidos grasos (caproico, caprílico, cáprico, láurico, mirístico, palmítico, 
palmitoleico, esteárico, oleico, linoleico y CLA) de las lipasas comerciales e 
inmovilizadas de Candida rugosa en las esterificaciones con grasa láctea. También se 
investigaron la temperatura, la carga enzimática y la actividad residual de las lipasas.  
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Figura 1. Representación esquemática del proceso propuesto para la obtención de ésteres 
de fitoesterol a partir de los distintos ácidos grasos de la grasa láctea, butirato de etilo y 
tributirina. 
 
 
 
 
2. MATERIALES Y MÉTODOS 
2.1. Muestras y reactivos  
En los procesos de síntesis de ésteres de esterol ricos en AGL de grasa láctea, 
AGCC, AGCM y ácido butírico, se utilizaron fitoesteroles (cuya composición se detalla 
en la Tabla 1) que fueron obtenidos de un destilado de desodorización de aceite de 
girasol de acuerdo con la metodología propuesta por Vázquez y col. [8]. 
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Tabla 1. Porcentajes de los distintos tipos de fitoesteroles 
 Especificaciones 
Brasicasterol ≤ 5% 
Campesterol 15-30% 
Estigmasterol 15-30% 
Beta-sitosterol ≥ 40% 
Contenido total de fitoesteroles ≥ 95% 
 
La lipasa de Candida rugosa, Pseudomonas TL y Alcaligenes QLC fueron 
adquiridas a Sigma (St. Louis, MO, EE.UU.), así como el octiltrietoxisilano, el acetato 
de p-Nitrofenilo (pirimifos metil), la glicerina tributirato (tributirina) y el butirato de 
etilo.  
 
Los concentrados de ésteres etílicos de AGCC y AGCM fueron los obtenidos  en 
el capítulo IV a partir de la grasa láctea donada por Industrias Lácteas Asturianas S.A. 
(Navia, España). Su composición se detalla en la Tabla 2. 
 
Tabla 2. Composición del concentrado de ésteres etílicos de AGCC-AGCM de grasa láctea 
 
Ácidos grasos % peso 
Butírico 21,57 
Caproico 19,85 
Caprílico 7,83 
Cáprico 10,48 
Láurico 6,45 
Mirístico 10,32 
Palmitico 11,87 
Esteárico 2,07 
Oleico 9,35 
CLA 0,21 
 
 
La grasa láctea fue una donación del laboratorio del profesor Dale Bauman. La 
composición en ácidos grasos de esta grasa láctea se muestra en la Tabla 3.  
 
 232
Capítulo V. Esterificación de fitoesteroles con ác. butírico y ácidos grasos de grasa láctea 
Tabla 3. Composición en ácidos grasos de la grasa láctea  
Ácidos grasos % peso 
Caproico 1.20 
Caprílico 0.74 
Cáprico 1.92 
Láurico 1.99 
Mirístico 8.52 
Palmitico 20.61 
Palmitoleico 1.87 
Esteárico 11.70 
Oleico 45.91 
Linoleico 2.52 
CLA 2.59 
 
Todos los disolventes utilizados fueron adquiridos a Lab Scan Analytical 
Sciences (Dublín, Irlanda) y todos tenían grado HPLC.  
 
La sílice MS3030 utilizada como soporte para la enzima fue una muestra de 
regalo de Silica PQ Corporation (Valley Forge, PA. EE.UU.). 
2.2. Reacción de saponificación de la grasa láctea 
En este proceso se tomó como material de partida la grasa láctea donada por el 
laboratorio del Dr. Dale Bauman. Se saponificaron 80 g de grasa láctea con 240 ml de 
NaOH 2.7 mol L-1 (55% etanol/45% agua) en un agitador orbital (300 rpm) a 60 ºC 
durante 30 minutos. Posteriormente se utilizó un rotavapor para eliminar el etanol en 
condiciones de vacío a 60 ºC durante 15 minutos. A continuación se añadió el mismo 
peso de etanol evaporado como agua. Esta solución se sometió a vacío en un rotavapor a 
60 ºC durante 20 minutos. Después de este tiempo se añadió agua fría (mismo peso que 
el agua evaporada) y una solución de ácido sulfúrico (20% v/v). Se agitó y se formaron 
dos fases. Se recuperó la fase superior (fase que contiene los ácidos grasos libres) y se 
lavó con un disolución de NaCl 0.5 mol L-1. Por último, el producto final se secó con 
sulfato sódico anhidro. Estos AGL se utilizaron como sustrato de la reacción de 
esterificación. 
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2.3. Reacción de esterificación de los fitoesteroles 
2.3.1. Con los ácidos grasos de la grasa láctea 
En estas reacciones se siguió una metodología similar a la esterificación de 
fitosteroles con CLA. Se mezclaron cantidades equimoleculares (relación 1:1) o casi 
equimoleculares (1:0,93) de los sustratos de partida (fitoesteroles de girasol y ácidos 
grasos libres de grasa láctea) y un 7 % de hexadecano como patrón interno. Se estudió 
la adición en etapas de la carga de fitoesteroles, aunque en el proceso final la adición de 
los FT se realizó en 2 etapas. En la primera etapa se mezclaron 1,5 g (5,57 mmol) de 
AGL de grasa láctea y 0,7 g (1,72 mmol) de fitoesteroles.  La mezcla resultante se 
incubó con la lipasa de C. rugosa comercial e inmovilizada (5 - 10% p/p) en un agitador 
orbital (200 rpm) a temperaturas entre 40 y 50 °C.  Tras 3-5 horas de reacción, se 
añadieron 1,4 g de fitoesteroles (3,44 mmol)  y la mezcla se agitó a vacío (100 mbares) 
en un rotavapor. Se recogieron muestras de 50 µl periódicamente, que se disolvieron en 
1 ml de hexano: etanol: metil tercbutil eter (5:5:1). El tiempo de las reacciones fue de 
entre 9 y 48 h.  Las muestras fueron analizadas por HPLC y cromatografía de gases. 
 
2.3.2. Con concentrados de AGEE de cadena corta y media 
Un exceso de los concentrados de ésteres etílicos de AGCC y AGCM obtenidos 
en el capítulo IV se mezclaron con  fitoesteroles, con una proporción de 5:1. Se añadió 
un 7% de escualeno como patrón interno. La mezcla resultante se incubó con la lipasa 
de Pseudomonas TL (10% p/p) en un rotavapor (200 rpm) a vacío (350 mbares) y 60 
°C.  Se recogieron muestras de 50 µl periódicamente, que se disolvieron en 1 ml de 
cloroformo. El tiempo de las reacciones fue de entre 8 y 24 h.  Las muestras fueron 
analizadas por GC-MS. 
 
2.3.3. Con tributirina 
Un exceso de tributirina se mezcló con  fitoesteroles en una proporción de entre 
3:1 y 5:1. También se añadió un 7% de escualeno como patrón interno. La mezcla 
resultante se incubó con la lipasa de C. rugosa (10% p/p) en un agitador orbital (200 
rpm) a temperaturas entre 50 y 60 °C y/o en un rotavapor (200 rpm) en las reacciones 
con vacío (100-350 mbares).  Se recogieron muestras de 50 µl periódicamente, que se 
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disolvieron en 1 ml de cloroformo. El tiempo de las reacciones fue de entre 8 y 24 h.  
Las muestras fueron analizadas por GC-MS. 
 
2.3.4. Con butirato de etilo 
Un exceso de butirato de etilo se mezcló con  fitosteroles en una proporción de 
5:1. También se añadió un 7% de escualeno como patrón interno. La mezcla resultante 
se incubó con la lipasa de Pseudomonas TL (10% p/p) en un rotavapor (200 rpm) a 
vacío (350 mbares) y 60 °C.  Se recogieron muestras de 50 µl periódicamente, que se 
disolvieron en 1 ml de cloroformo. El tiempo de las reacciones fue de 8 h.  Las muestras 
fueron analizadas por GC-MS. 
2.4. Estudio de la estabilidad de las lipasas 
La metodología empleada para calcular la actividad residual de la lipasa tras los 
ciclos de reacción fue la descrita en el capítulo II. 
2.5. Calculo del punto de fusión de los ésteres de fitoesterol con 
AGL de grasa láctea 
Se introdujeron 200 μl de los ésteres de fitoesterol fundidos en un capilar de 
vidrio. Posteriormente este capilar se enfrió en una nevera hasta que se observó la 
solidificación de los EF. El capilar se fue calentando grado a grado hasta que se observó 
que el producto se empezaba a fundir, parando el aumento de temperatura cuando el 
producto presentó un aspecto transparente. Este intervalo de temperaturas dio como 
resultado un intervalo de fusión, ya que el producto está formado por varios ésteres de 
fitoesterol diferentes según el AGL esterificado. 
2.6. Inmovilización de la lipasa de Candida rugosa 
El protocolo de inmovilización de la lipasa de Candida rugosa fue muy similar 
al descrito previamente por Blanco R. M. y col. para la lipasa de la Candida antarctica 
[9]. La sílice MS 3030 se funcionalizó mediante una reacción con octiltrietoxisilano en 
tolueno, utilizándose el derivado octil-sílice resultante como portador para la enzima. La 
solución enzimática fue preparada por la suspensión de 200, 400, 1000, 2000 o 4000 mg 
de polvo de enzima comercial en 40 ml de fosfato de sodio 50 mM pH 7,0. Las 
suspensiones se mantuvieron bajo fuerte agitación magnética durante 3 horas y 
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posteriormente se centrifugaron durante 20 minutos a 113,57 x g. Se realizó un análisis 
de Bradford del sobrenadante de la centrifugación, revelando que el contenido de 
proteína del extracto sólido era del 4%.  
 
Las diferentes isoformas de la lipasa de C. rugosa pueden ser eficientemente 
absorbidas usando estos grupos octilo (altamente hidrofóbicos) como soportes [10]. En 
este caso, para fijar la enzima al soporte se añadieron 100 mg de octil-sílice, 
previamente mojada con 1 ml de etanol, a 20 ml de los sobrenadantes. Se cogieron 
alícuotas de las suspensiones y los sobrenadantes periódicamente, y sus actividades se 
determinaron mediante el análisis espectrofotométrico de la hidrólisis de pNPA en un 
espectrofotómetro Kontron (Watford, Herts, Reino Unido) a 348 nm. Este equipo tiene 
un dispositivo de agitación y la capacidad de mantener la temperatura constante. La 
pérdida total de actividad o valores constantes en la actividad del sobrenadante fue el 
indicativo de que la mayor parte de la enzima se había fijado al soporte, pudiéndose 
finalizar el proceso. Las suspensiones se filtraron a continuación, se lavaron con fosfato 
de sodio 200 mM pH 7,0 y se secaron con acetona. A continuación, el inmovilizado 
final se secó a vacío durante 30 minutos.  
Para determinar la actividad catalítica de la lipasa inmovilizada se usó como 
parámetro la actividad en hidrólisis de tributirina. Dicho método está basado en la 
liberación de ácido butírico que tiene lugar al poner en contacto tributirina y la enzima. 
Para monitorizar estas reacciones usamos un pHstato Mettler Toledo DL-50. Se realiza 
la reacción en una disolución débilmente tamponada a pH 7, y la labor del pHstato es 
mantener el pH en este valor. Para ello, a medida que se va dando la reacción y se libera 
ácido butírico, el pH comienza a bajar. El aparato va liberando el volumen de NaOH 
0,1M  necesario para mantener neutro el pH.  
El procedimiento experimental llevado a cabo en cada reacción fue el siguiente: 
en un vaso se vertieron 50 ml de tampón fosfato potásico 10 mM pH 7 y 1,47 ml de 
tributirina en agitación. A continuación se introdujo una masa de catalizador conocida. 
La velocidad de adición de NaOH (ml/min) para mantener el pH en un valor de 7 nos 
dio la velocidad de reacción y por tanto la actividad de la enzima (Figura 2). 
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Las unidades de tributirina  ( ) se calculan a partir de la siguiente fórmula: TBU
rcatalizadog
mlmolNaOHmlUTB
/100min/ 
 
 
En las condiciones anteriormente descritas se prepararon un total de 2 gramos de 
catalizador con 400 mg de proteína por gramo de sílice.  
 
Figura 2. Actividad catalítica de la enzima inmovilizada 
 
2.7. Análisis de los productos de la reacción de esterificación de 
fitoesteroles con AGL de grasa láctea por HPLC 
Tanto el equipamiento de HPLC, como la metodología de análisis empleada 
fueron las descritas en el capítulo II. 
2.8. Análisis de los productos de la reacción de esterificación de 
fitoesteroles con AGL de grasa láctea por cromatografía de 
gases 
Tanto el equipamiento de GC, como la metodología de análisis empleada fueron 
las descritas en el apartado “Análisis de AGEE por cromatografía de gases” del capítulo 
II. 
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Para el análisis de los productos de esta reacción por GC se tuvieron que 
modificar previamente las  alícuotas mediante dos tipos de transmetilaciones: 
 
2.8.1. Derivatización en medio ácido 
Se llevo a cabo una transmetilación que transformó todos los ácidos grasos de la 
muestra (libres y esterificados) en sus correspondientes ésteres metílicos (AGME). Para 
ello, a 250 μl de la disolución de la muestra se le adicionó 1 ml de HCl 0,2 M en 
metanol. Esta mezcla se mantuvo a 60 ºC durante 4 h. Después de la adición de 200 μl 
de agua, la mezcla fue sometida a 2 procesos de extracción con 1 ml de hexano, secado 
con sulfato de sodio anhidro y centrifugación.  
 
2.8.2. Derivatización en medio básico 
Las muestras también se transesterificaron en medio básico para transformar 
sólo los ácidos grasos esterificados en sus correspondientes AGME. De este modo, a 
250 μl de la disolución de la muestra, se le adicionó 1 ml de NaOH 0,1 M en metanol. 
Esta mezcla se mantuvo a 60 ºC durante 30 min. Después de la adición de 200 μl de 
agua, la mezcla fue sometida a 2 procesos de extracción con 1 ml de hexano, secado con 
sulfato de sodio anhidro y centrifugación.  
 
Por diferencia entre el total de los ácidos grasos y los ácidos grasos esterificados 
a los distintos tiempos de reacción, fue posible conocer el consumo de ácido graso libre 
que tuvo lugar en el transcurso de la reacción. 
2.9. Análisis de los productos de la reacción de esterificación de 
fitoesteroles con AGEE de cadena corta, media y butirato de 
etilo, por cromatografía de gases on-column acoplada a un 
detector de masas 
 
Un cromatógrafo de gases (6890N Network GC System) con inyector 
automático (Agilent 7683B) con inyección on-column, acoplado a un detector de masas 
(Agilent 5975C MSD inerte, tipo cuadrupolo) fue utilizado en los análisis. Se utilizó 
una columna capilar de 7 metros y 0.25 μm de diámetro interno (5% fenil metil silicona, 
Quadrex Corporation, New Haven, CT). Este equipo se utilizó para analizar los 
 238
Capítulo V. Esterificación de fitoesteroles con ác. butírico y ácidos grasos de grasa láctea 
productos de la reacción de esterificación de fitoesteroles con ácido butírico. Se inyectó 
0,5 μl de una disolución de la muestra y se cuantificó usando el detector FID del GC. El 
detector de masas se utilizó para identificar los productos. 
 
El método utilizado ha sido previamente descrito en el capítulo IV  para el 
cromatógrafo de gases Hewlett-Packard 5890 series II con inyección on-column. 
 
Las muestras analizadas tenían escualeno como patrón interno (ya que otros 
patrones como el hexadecano o el dodecano se solapaban con productos de la reacción) 
y se diluyeron a una concentración de 1-2 mg/ml para su análisis por GC-MS 
 
3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
3.1. Esterificación de fitoesteroles con AGL de grasa láctea 
3.1.1. Lipasa inmovilizada 
Se prepararon inmovilizados con cargas enzimáticas entre 40 y 800 mg de 
proteína por gramo de sílice y se midieron sus actividades hidrolíticas en ausencia de 
limitaciones difusionales como se describe en el apartado "Métodos". Como se muestra 
en la Figura 2, la relación entre la carga de enzima y la actividad catalítica fue lineal 
hasta 400 mg/g. A partir de este valor, el aumento del contenido de proteína no fue 
acompañado de un aumento proporcional en la actividad, lo que podría indicar que el 
enzima se había inmovilizando en varias capas. 
 
Por lo tanto, este valor de 400 mg/g se consideró la carga óptima para el 
catalizador y fue la utilizada en este trabajo. Este valor de carga enzimática tan elevado 
se pudo lograr debido a las características morfológicas de la matriz de sílice utilizada: 
gran superficie (300 m2/g) y tamaño de poro ancho (un diámetro de poro promedio de 
27,9 nm). Así, 1 gramo del catalizador inmovilizado tenía mayor actividad que la misma 
cantidad del extracto enzimático comercial, por lo que se esperaba que mejorase la 
cinética de la reacción. 
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Las constantes de especificidad, calculadas según el método de Rangheard y col. 
[11], se muestran en la Tabla 4, así como la composición en ácidos grasos (% en peso) 
de la mezcla inicial de AGL de la grasa láctea.  
 
Tabla 4. Constantes de especificidad para los diferentes ácidos grasos de grasa 
láctea en la esterificación de fitoesteroles catalizada por la lipasa de Candida rugosa. 
Ambas reacciones se llevaron a cabo a 50 ºC con un 10% (p/p) de la enzima comercial e 
inmovilizada.  
 Constantes de especificidad 
  Lipasa comercial Lipasa inmovilizada
  Ácidos grasos 
Grasa láctea 
(% en peso) 0.66 h 2 h 0.33 h 0.66 h 
    Ácido caproico 1.20 1.30 1.96 1.30 1.59 
    Ácido caprílico 0.74 0.66 0.72 0.67 0.71 
    Ácido cáprico 1.92 0.62 0.57 0.46 0.52 
    Ácido láurico 1.99 0.74 0.76 0.71 0.70 
    Ácido mirístico 8.52 1.41 1.27 1.19 1.03 
    Ácido palmítico 20.61 1.19 1.02 0.83 0.81 
    Ácido palmitoleico 1.87 0.66 0.59 0.35 0.57 
    Ácido esteárico 11.70 0.81 0.92 0.99 0.96 
    Ácido oleico 45.91 1.00 1.00 1.00 1.00 
    Ácido linoleico 2.52 0.25 0.34 0.27 0.34 
    CLA 2.59 0.26 0.29 0.26 0.34 
 
Los factores de  competitividad () de los ácidos grasos de interés se 
calcularon a partir de la Ecuación 1 usando la concentración de sustrato inicial y las 
concentraciones de sustrato en dos tiempos de reacción diferentes. 
     tt FAFAFAFA 2/2log/1/1log 00                                   Ecuación 1 
 
FA1 y FA2 son las concentraciones de los ácidos grasos de interés y el ácido 
graso de referencia (en este caso el ácido oleico), respectivamente. Los subíndices 0 y t 
se refieren al valor inicial y al valor en el tiempo t, respectivamente. La constantes de 
especificidad se calculan como (1/) y su valor tiene significado en relación con la 
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constante de especificidad de 1,0 que se le asigna al ácido graso presente en la 
concentración más alta (en este caso el ácido oleico). Un valor de la constante de 
especificidad superior a 1 indica una mayor especificidad o afinidad de la lipasa hacia 
ese ácido graso en particular, con respecto al ácido graso presente en mayor 
concentración, por lo que preferirá esterificar dicho ácido graso con el fitoesterol. 
 
Atendiendo a los datos de la Tabla 4, la mayor discriminación de la lipasa se 
observó para los ácidos grasos linoleico y CLA (≈ 0,3). Cabe destacar una moderada 
selectividad hacia el ácido caproico, aunque esta selectividad no se observó hacia los 
demás AGCM. Como se puede ver, se obtuvieron coeficientes similares para cada uno 
de los ácidos grasos, tanto con la lipasa comercial como con la lipasa inmovilizada, lo 
cual indica que el soporte no tiene ningún efecto sobre la especificidad de la lipasa por 
los diferentes ácidos grasos. 
 
3.1.2. Evolución temporal de la reacción de esterificación 
 La reacción de esterificación entre los AGL de la grasa láctea y los fitoesteroles 
se llevó a cabo a 40 ºC con un 10 % (p/p) de la lipasa comercial no inmovilizada, en dos 
etapas consecutivas (misma metodología que con el CLA, capítulo III), alcanzando un 
rendimiento final en ésteres de fitoesterol del 83% en 96 horas. El mismo procedimiento 
se utilizó con la lipasa de C. rugosa inmovilizada, pero durante la primera etapa (con un 
33% en peso de fitoesterol añadido) se observó que la mezcla de reacción tenía una 
elevada viscosidad, por lo que se descartó añadir la segunda carga de fitoesteroles, ya 
que era imposible conseguir un medio fluido y homogéneo. A pesar de ello, los datos 
obtenidos a partir de la primera etapa de la reacción (primeras 5 horas a presión 
atmosférica) muestra claramente que la lipasa inmovilizada tiene más actividad, 
alcanzando el equilibrio de la reacción en aproximadamente 2 horas (Figura 3).  
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Figura 3. Comparativa entre la esterificación de fitoesteroles con AGL de grasa láctea 
catalizada por la lipasa de C. rugosa comercial e inmovilizada. Condiciones de reacción: 10 
% (p/p) de lipasa y 40 ºC. Símbolos: Lipasa comercial   ésteres de esterol;  AGL de 
grasa láctea; fitoesteroles; Lipasa inmovilizada:  ésteres de esterol;  □  AGL de grasa 
láctea; ○ fitoesteroles. 
 
Para resolver el problema de la elevada viscosidad después de la adición de la 
segunda carga de fitoesteroles, la reacción de esterificación con la lipasa de C. rugosa 
inmovilizada se llevó a cabo sólo con el 5% (p/p) de lipasa. En estas condiciones (los 
datos no se muestran) se alcanzaron un 79% (p/p) de ésteres de fitoesterol después de 
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144 horas. Incluso con la adición de sólo un 5% en peso de la lipasa, se siguió 
observando una alta viscosidad de la mezcla de reacción. Esto, junto con los elevados 
tiempos de reacción, obligó a descartar la utilización de un 5% (p/p) de lipasa como 
solución al problema de la elevada viscosidad. 
 
Se pensó en otras alternativas para reducir la viscosidad de la mezcla de reacción 
e incrementar la velocidad de la reacción. Una de ellas fue llevar a cabo la reacción de 
esterificación a 50 ºC. En estas condiciones, el 94% y 99% (p/p) de ésteres de fitoesterol 
se obtuvieron en 48 horas y 9 horas con la lipasa comercial y la lipasa inmovilizada, 
respectivamente (ver Figura 4 y Figura 5). Estos resultados indican que el aumento de 
10 grados en la temperatura mejora claramente la velocidad de esterificación. Además, 
en el caso de la lipasa inmovilizada no sólo se mejora la velocidad de reacción, sino que 
también mejora significativamente la conversión de los sustratos en las dos etapas.  
 
Cabe señalar que, durante la primera etapa, los fitoesteroles se consumieron en 
sólo una hora, lo que indica que se podrían conseguir tiempos de reacción más cortos si 
esta primera etapa se limitase a 1 hora. Este hecho es muy importante desde el punto de 
vista de la reutilización de la lipasa inmovilizada, debido a que la pérdida neta de 
actividad de la lipasa sería menor en cada etapa y se podrían llevar a cabo un mayor 
número de reacciones utilizando el mismo biocatalizador inmovilizado.  
 
Con el fin de esclarecer la solidificación de la mezcla de reacción con el paso del 
tiempo, se calculó el punto de fusión de los ésteres de fitoesterol con AGL de grasa 
láctea. Se obtuvo un intervalo de fusión (el producto está formado por varios ésteres de 
fitoesterol diferentes según el AGL esterificado) de 47-52 ºC. Este resultado indica 
porque a 40 ºC la solubilización de los ésteres de fitoesterol en la mezcla de reacción no 
pudo ser completa y, por tanto, explica la acumulación de material sólido con el 
transcurso de la reacción. Al realizar el proceso a 50 ºC se favorece que el producto 
final que se va formando se mantenga en estado líquido y contribuya a la fluidez de la 
mezcla de reacción. 
 
Por todas estas razones, parece ser más conveniente llevar a cabo la 
esterificación de los fitoesteroles con los AGL de grasa láctea a 50 ºC, para evitar la 
acumulación de material sólido en el transcurso de la reacción y usando un 10% p/p de 
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la lipasa para lograr el equilibrio de reacción en el período de tiempo más breve posible 
(aprox. 48 horas en el caso del enzima comercial). 
 
Figura 4. Lipasa comercial. Adición de los fitoesteroles en dos etapas, la segunda a vacío 
(100 mbares).    ésteres de fitoesterol;  AGL de grasa láctea; fitoesteroles 
 
Figura 5. Lipasa inmovilizada. Adición de los fitoesteroles en dos etapas, la segunda a 
vacío (100 mbares).      ésteres de fitoesterol;  □  AGL de grasa láctea; ○ fitoesteroles 
 
 244
Capítulo V. Esterificación de fitoesteroles con ác. butírico y ácidos grasos de grasa láctea 
3.1.3. Estabilidad de las lipasas 
Se calculó la actividad residual de la lipasa comercial e inmovilizada a diferentes 
temperaturas mediante la recuperación del biocatalizador una vez terminada la reacción, 
de acuerdo con el protocolo descrito en la sección “Estudio de la estabilidad 
enzimática” (capítulo II).  
 
La lipasa comercial a 40 ºC después de 100 horas conservaba una actividad 
residual del 35%, mientras que después de 48 horas a 50 ºC mantenía una actividad 
residual de 61%. Por su parte, la lipasa inmovilizada a 40 ºC después de 96 horas 
conservaba una actividad residual del 57%, mientras que a 50 ºC después de 33 horas su 
actividad residual era del 77%. Estos resultados indican tasas similares de inactivación 
de la lipasa comercial e inmovilizada, aunque la lipasa inmovilizada mostró una 
estabilidad ligeramente superior. 
 
Teniendo en cuenta que los tiempos del proceso se pueden acortar sensiblemente 
en el caso de la lipasa inmovilizada hasta las 9 horas, se puede afirmar que, aunque el 
biocatalizador inmovilizado tenga un precio superior, presenta la ventaja de poder 
reutilizar la misma cantidad de lipasa en numerosos ciclos consecutivos debido a su 
mayor estabilidad, amén de la ventaja de poder recuperarse más fácilmente de la mezcla 
final debido a su mayor tamaño de partícula. 
3.2. Esterificación de fitoesteroles con ésteres etílicos de AGCC y 
AGCM de grasa láctea 
En esta parte del trabajo se utilizó como material de partida los concentrados de 
ésteres etílicos de AGCC y AGCM obtenidos mediante el fraccionamiento con fluidos 
supercríticos de la grasa láctea (capítulo IV). El objetivo era obtener fitoesteroles con 
ácidos grasos de cadena corta y media que, además de tener la capacidad de reducir los 
niveles de colesterol y tener una mayor solubilidad en diversas matrices alimentarias 
(mejorada hidrodispersabilidad en el caso de ácidos grasos de cadena corta), sirviesen 
para aumentar la vida media en el organismo de estos ácidos grasos, pudiendo llegar 
con una concentración efectiva al interior de la célula sin ser metabolizados para 
obtener energía antes, permitiendo ejercer los efectos saludables descritos en los 
estudios con modelos animales y con células in vitro. 
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El problema con que nos encontramos es que la lipasa de C. rugosa no 
esterificaba los fitoesteroles con AGEE. Se realizaron pruebas con butirato de etilo 
como ácido graso de cadena corta, usando un exceso de AGEE de entre 3:1 y 5:1, ya 
que al tener el butirato de etilo un bajo PM, el volumen de AGEE resultante de hacer 
una proporción equimolecular  no era suficiente para poder solubilizar los fitoesteroles. 
Las pruebas se llevaron a cabo a temperaturas entre 40 y 50 ºC con un 10 % (p/p) de 
lipasa de C. rugosa.  Mediante el uso de esta estrategia la reacción no tuvo lugar. La 
lipasa QLC de Alcaligenes sp., también fue probada sin obtener resultados positivos. 
 
 Se cambió de estrategia, realizando diversas pruebas con ácido butírico puro 
(ácido graso libre), aunque en estos casos la reacción tampoco progresó (solo se 
consumió un 1% de fitosteroles). Como posible explicación, se pensó que tal vez el 
ácido butírico puro afectaba negativamente a la actividad de la lipasa de C. rugosa o 
tenía un efecto inhibitorio sobre la enzima. Para comprobar esto último, también se 
probó la reacción de esterificación usando ácido butírico y ácido oleico con una relación 
molar entre ellos de 1:1, y una relación molar ácido graso-fitoesterol de 3:1, 
observándose que se producía una lenta esterificación de los FT con el ácido oleico, 
mientras que el porcentaje de ácido butírico permanecía inalterado, consumiéndose solo 
el 50% de los FT. Estos resultados apoyan la hipótesis de que la lipasa de C. rugosa no 
reconoce eficazmente al ácido butírico como sustrato. 
  
3.2.1.  Esterificación de fitoesteroles con tributirina 
Siguiendo con la lipasa de C. rugosa se planteó la estrategia de realizar una 
transesterificación entre un triglicérido con ácidos grasos de cadena corta, la tributirina, 
y los fitoesteroles. Para ello se llevo a cabo una reacción a pequeña escala usando una 
relación molar tributirina: fitoesterol de 3:1 (ya que, al igual que en el caso de la 
esterificación con AGEE, el volumen de tributirina resultante de hacer una proporción 
equimolecular  no era suficiente para poder solubilizar los fitoesteroles), 50 ºC, 10 % 
(p/p) de C. rugosa y un tiempo de 3 horas. En estas condiciones se consumieron el total 
de los fitoesteroles añadidos, obteniendo un 43 % de ésteres de fitoesterol con ácido 
butírico, aunque el producto final presentó una elevada viscosidad. 
 
Para intentar reducir la viscosidad del producto final y aumentar la tasa de 
esterificación, se probaron excesos molares de entre 4:1 (tributirina: fitoesterol) a 5:1, 
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temperaturas de entre 50 y 60 ºC, adicción en etapas de los fitoesteroles y el uso de 
vacío (entre 100 y 350 mbar). En  ninguna de estas pruebas se obtuvieron mejores 
resultados que  en las condiciones descritas anteriormente, siendo las condiciones 
óptimas una relación molar de 3:1, 50 ºC, un 10% (p/p) de C. rugosa y la ausencia de 
vacío (Figura 6). Se consiguió consumir el total de los fitoesteroles libres en 3 horas, 
obteniéndose un 45 % de ésteres de fitoesterol con butírico. El mayor problema de esta 
metodología radica en que al final del proceso quedan más de un 50 % de glicéridos 
(TAG, DAG y MAG) junto al producto de interés, lo cual hace necesario un proceso de 
separación complejo y hace menos viable esta metodología.  
 
Figura 6. Transesterificación de fitoesteroles con tributirina catalizada por la lipasa de C. 
rugosa. Símbolos: ▲ tributirina;  ▼ dibutirina;  ◄  monobutirina; ○  fitoesteroles;  □  
ésteres de fitoesterol con ácido butírico. 
 
A la vista de la imposibilidad de transesterificar directamente los fitoesteroles 
con los AGEE en presencia de la  lipasa de C. rugosa, se intento encontrar una enzima 
que catalizase una transesterificación entre fitoesteroles y ésteres etílicos de ácidos 
grasos. Un trabajo publicado previamente por Martínez y col. describe un screening de 
hasta 18 lipasas, tanto libres como inmovilizadas, con el objetivo de transesterificar 
fitoesteroles de madera con ésteres metílicos de ácidos grasos (AGME) de girasol [12]. 
En este estudio la lipasa que dio los mejores resultados fue la de Pseudomonas TL, 
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consiguiendo una conversión del 95 % en 8 horas, con un 10 % de carga enzimática y 2 
mbares de vacío. 
 
Se realizaron pruebas con esta enzima para llevar a cabo la transesterificación 
entre fitoesteroles y ésteres etílicos de ácidos grasos. La utilización en nuestro estudio 
de ésteres etílicos de AGCC hizo descartar en un principio el uso de un elevado vacío (2 
mbares), ya que en estas condiciones estos ácidos grasos son destilados, lo que produce 
una perdida de reactivo rápida a medida que avanza la reacción enzimática. Por este 
motivo se hicieron pruebas sin vacío (ver Figura 7), pero se constató, al igual que en el 
trabajo citado anteriormente, que para conseguir el consumo del total de los fitoesteroles 
era indispensable realizar la reacción a vacío para eliminar el etanol que se va formando 
en la reacción, el cual al acumularse, detiene la reacción, no sólo por ser un producto de 
la misma, sino también por su efecto negativo sobre la actividad de la lipasa a una 
temperatura de 60 ºC.  
 
El mejor resultado, en las pruebas sin vacío, se obtuvo a 60 ºC, con una 
proporción de AGEE y fitoesteroles de 5:1 y un 10 % de carga enzimática. La reacción 
alcanzó el equilibrio a las 2 horas, quedando sin consumirse un 7 % de fitosteroles 
(Figura 7) y obteniéndose un 25% de ésteres de fitoesterol.  
 
Figura 7. Esterificación de fitoesteroles con ésteres etílicos de AGCC y AGCM de grasa 
láctea con la lipasa de Pseudomonas TL sin vacío. Símbolos: ■  AGEE;  ●  Fitoesteroles 
libres;  ▲  Ésteres de fitoesterol 
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 Ante la necesidad de hacer vacío para conseguir una esterificación completa, se 
probaron condiciones de vacío de entre 100 y 400 mbares, lejos del óptimo de 2 mbares 
reportado por Martínez y col., para evitar en lo posible la destilación de los AGEE de 
cadena más corta, como el butirato de etilo o el caproato de etilo.  
  
 Se hicieron pruebas manteniendo la proporción de 5:1 (AGEE : fitoesteroles), no 
solo para seguir disolviendo perfectamente los fitoesteroles en los AGEE, sino en este 
caso también para compensar los AGEE que se pierden por destilación en la reacción a 
vacío. Esta perdida de AGEE se fue calculando durante cada toma de muestra por la 
diferencia de pesos del vial en el que se hizo la reacción. A 60 ºC, con un 10 % (p/p) de 
carga enzimática y un vacío moderado (350 mbares), se consiguió consumir el total de 
los fitoesteroles en solo 3 horas (ver Figura 8), obteniendo un 40 % de ésteres de 
fitoesterol. A partir de la tercera hora, el descenso de los AGEE se atribuye a la 
destilación por el vacío, observándose el correspondiente incremento en el porcentaje de 
ésteres de fitoesterol. 
 
 La ventaja de este proceso frente a la transesterificación con triglicéridos, es que 
el exceso de AGEE se puede eliminar fácilmente por destilación aumentando 
simplemente el vacío. Cabe destacar que otras tecnologías, como la destilación 
molecular o los fluidos supercríticos, podrían ser también utilizadas para este fin.   
 
El seguimiento de la perdida de peso por la destilación a 350 mbares de los 
AGEE a lo largo de la reacción dio como resultado perdidas de hasta 200 mg/h en las 
primeras horas, observándose un descenso en la perdida de peso a medida que avanzaba 
la reacción, hasta 100 mg/h. 
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Figura 8. Esterificación de fitoesteroles con ésteres etílicos de AGCC y AGCM de grasa 
láctea con la lipasa de Pseudomonas TL con vacío (350 mbares). Símbolos:  ■  AGEE;  ●  
Fitoesteroles libres;  ▲  Ésteres de fitoesterol 
 
 
 Por último se representa como varían los distintos AGEE de manera individual 
con el trascurso de la reacción, para observar, por un lado, si la lipasa de Pseudomonas 
TL era más específica en la esterificación de algún AGEE en concreto (Figura 9), y por 
otro, como afectaba el vacío a los AGEE de cadena más corta (Figura 10).  
 
 Además, se calcularon las constantes de especificidad para los distintos ácidos 
grasos en la reacción sin vacío, usando la misma metodología que para la lipasa de C. 
rugosa (Ecuación 1, pág. 240). Como ácido graso de referencia se usó el ácido butírico 
(el mayoritario en este caso), pero también el ácido oleico (para poder comparar los 
valores con los obtenidos con C. rugosa). En ambos casos, se observó una especificidad 
para la mayoría de los ácidos grasos similar a la de los ácidos grasos de referencia 
(valores próximos a 1), excepto para el ácido mirístico que presentó valores superiores a 
3, lo que indica una mayor especificidad de esta lipasa de Pseudomonas TL hacia este 
ácido graso. 
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Figura 9. Variación en los porcentajes de los distintos AGEE a lo largo del tiempo en la 
esterificación de fitoesteroles con Pseudomonas TL (10% p/p), sin vacío y a 60 ºC. 
 
Figura 10. Variación en los porcentajes de los distintos AGEE a lo largo del tiempo en la 
esterificación de fitoesteroles con Pseudomonas TL (10% p/p), con vacío (350 mbar) y a 60 
ºC. 
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Analizando las figuras, aunque el porcentaje de todos los AGEE desciende a lo 
largo del tiempo, se constata la mayor especificidad por el ácido mirístico de la lipasa de 
Pseudomonas TL, observándose un consumo pronunciado de este ácido graso en los 
primeros minutos de la reacción, tanto con vacío como sin vacío. También hay un 
mayor consumo en la reacción sin vacío de los ácidos grasos más cortos, el butirato de 
etilo y el caproato de etilo, que son los que están en mayor proporción. En la reacción a 
vacío se observa claramente como a 350 mbares el porcentaje del butirato de etilo y el 
caproato de etilo se ve fuertemente afectado por el efecto de destilación, debido a su alta 
volatilidad. 
3.3. Esterificación de fitoesteroles con butirato de etilo 
 Para completar este estudio, se pensó en sintetizar un éster de fitoesterol con 
ácido butírico, como un medio de sintetizar una molécula que permitiera aumentar el 
tiempo de vida de este ácido graso dentro de la célula y potenciar su efecto 
anticancerígeno, ya que el principal problema es que este AG se metaboliza tan 
rápidamente que solo tiene un efecto de aporte de energía en el organismo (ver 
Introducción, Capitulo I). Además, podría darse una sinergia del efecto anticancerígeno 
de fitoesteroles y ácido butírico en una sola molécula. Por otro lado, al incorporar un 
ácido graso de cadena tan corta como el butírico, cabría esperar que el nuevo EF fuera 
menos apolar,  presentando una mayor hidrodispersabilidad. 
 
 Como se comento anteriormente, la lipasa de C. rugosa no fue capaz de 
esterificar el ácido butírico con los fitoesteroles, así que se realizó el proceso con la 
lipasa de Pseudomonas TL usando butirato de etilo, según la metodología descrita 
anteriormente para los AGEE de cadena corta y media. A 60 ºC, 350 mbares de vacío y 
un 10 % (p/p) de carga enzimática se consiguió consumir el total de los fitoesteroles 
añadidos (proporción butirato de etilo: fitoesteroles de 5:1) en un tiempo de 3 horas, 
obteniéndose un 50 % de ésteres de fitoesterol con ácido butírico (ver Figura 11).  
 
 Cabe destacar que manteniendo el vacío de 350 mbares hasta un tiempo de 
reacción de 8 horas, se consiguió destilar el exceso de butirato de etilo y obtener un 
producto final con un 94 % de ésteres de fitoesterol, por lo que si se aumenta el vacío 
hasta 2 mbares después de las 3 primeras horas, se puede obtener el producto final casi 
puro (después de separar el biocatalizador) en apenas 4 horas. 
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Figura 11. Esterificación de fitoesteroles con butirato de etilo con la lipasa de 
Pseudomonas TL con vacío (350 mbares). Símbolos:  ■  Butirato de etilo;  ●  Fitoesteroles 
libres;  ▲  Ésteres de fitoesterol. En las 3 primeras horas se produce conjuntamente la 
reacción de esterificación y la destilación del butirato de etilo. A partir de la tercera hora, 
cuando se consume todo el fitoesterol, se produce la destilación del exceso de butirato de 
etilo. 
Esterificación + destilación Destilación 
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4. CONCLUSIONES 
 Se han desarrollado distintas estrategias para sintetizar ésteres de fitoesterol 
con los distintos tipos de ácidos grasos de la grasa láctea, tanto libres como en 
sus formas etiladas, con lipasas libres e inmovilizadas. 
 
 Los ácidos grasos libres de la grasa láctea se esterificaron con la lipasa de C. 
rugosa, comercial e inmovilizada, en condiciones equimoleculares, sin 
emplear disolventes y a 50 ºC. Se obtuvieron ésteres de fitoesterol de elevada 
pureza, tanto con la lipasa comercial, un 94% (peso/peso) en 48 horas, como 
con la lipasa inmovilizada,  un 99% (peso/peso) en tan sólo 9 horas.  
 
 También se desarrollo un proceso para la transesterificación de los 
fitoesteroles con tributirina, para obtener fitoesteroles esterificados con ácido 
butírico. Para ello se utilizó la lipasa de C. rugosa (10% peso/peso), 
obteniéndose un 45 % de ésteres de fitoesterol. 
 
 Por último, se ha desarrollado un proceso con la lipasa de Pseudomonas TL 
que permite esterificar los fitoesteroles con concentrados de ésteres etílicos de 
ácidos grasos de cadena corta y media de grasa láctea, así como con butirato 
de etilo. La metodología usa un vacío moderado (350 mbares) con vista a 
minimizar la destilación de los ácidos grasos de cadena más corta. Con este 
proceso se consiguieron un 40 % de ésteres de fitoesterol con los concentrados 
de ésteres etílicos de ácidos grasos de cadena corta y media, y un 50 % de 
ésteres de fitoesterol con ácido butírico, en sólo 3 horas, en ambos casos. 
Simplemente aumentando el vacío al final de la reacción se puede conseguir 
eliminar el exceso de butirato de etilo, llegando a un producto final con un 95 
% de pureza. En el caso del exceso de ésteres etílicos de ácidos grasos de 
cadena corta y media, por destilación molecular o fluidos supercríticos 
también se puede conseguir fácilmente eliminar este exceso.  
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 Se evaluó la especificidad de sustrato hacia los distintos ácidos grasos de las 
lipasas comerciales e inmovilizadas de Candida rugosa y Pseudomonas TL en 
las reacciones de esterificación, observándose una selectividad moderada hacia 
el ácido capróico por parte de la lipasa de C. rugosa y una gran especificidad 
por el ácido mirístico por parte de la lipasa de Pseudomonas TL. 
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1. CONCLUSIONES FINALES 
 
1.- Se ha desarrollado una metodología que permite obtener ésteres de 
fitoesterol, tocoferoles y ésteres etílicos de ácidos grasos a partir de destilados de 
desodorización de aceite de soja, con buenos rendimientos, con buena selectividad y con 
la preservación de la actividad de los biocatalizadores utilizados. El proceso, que se 
escaló en planta piloto, se centra en dos pasos de modificación enzimática y una etapa 
de fraccionamiento con CO2 supercrítico. Los mejores resultados, en términos de 
rendimiento de los extractos, se obtuvieron a 250 bares, 55 ºC y una relación 
disolvente/alimentación de 35, obteniendo en la fracción no extraída hasta el 82% de los 
ésteres de fitoesterol con un 72% de rendimiento. Además, el fraccionamiento del 
extracto permitió la recuperación del 60% de los tocoferoles en el primer separador y el 
90% de los ésteres etílicos de los ácidos grasos en el segundo separador. 
 
2.- Se ha conseguido esterificar enzimáticamente fitoesteroles con ácido 
linoleico conjugado (CLA), usando la lipasa de Candida rugosa, y sin añadir 
disolventes. Los mejores resultados se obtuvieron con un 10% en peso de carga 
enzimática. En este proceso, la adición de los fitoesteroles en etapas permite reducir el 
exceso de ácidos grasos utilizados normalmente en los procesos de esterificación de 
esteroles; y al realizar la segunda etapa de la reacción a vacío (100 milibares), se 
elimina la acumulación de agua que impide el curso de la reacción. Utilizando esta 
metodología se obtienen ésteres de fitoesterol con una pureza del 80%. 
 
3.- Se ha desarrollado una nueva metodología combinando etanolisis química y 
extracción con CO2 supercrítico, que permite el fraccionamiento de los ácidos grasos de 
la grasa láctea en forma de ésteres etílicos. Mediante este proceso se obtienen extractos 
altamente enriquecidos (hasta un 70%) en ésteres etílicos de ácidos grasos de cadena 
corta y media, y con buenos rendimientos (más del 80%), empleando condiciones de 
presión y temperatura muy suaves. Además, con el procedimiento desarrollado, se 
pueden establecer las condiciones de extracción para fraccionar los ésteres etílicos de  
determinados ácidos grasos en función de su longitud de cadena variando la densidad 
del CO2 supercrítico. De este modo se pueden obtener extractos y fracciones no 
extraídas con diferentes composiciones y valores nutricionales. 
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4.- Se han desarrollado diferentes estrategias para sintetizar ésteres de fitoesterol 
con los distintos tipos de ácidos grasos de la grasa láctea, con distintas lipasas libres e 
inmovilizadas. Los ácidos grasos libres de la grasa láctea se esterificaron con la lipasa 
de C. rugosa, comercial e inmovilizada, en condiciones equimoleculares, sin emplear 
disolventes y a 50 ºC. Se obtuvieron ésteres de fitoesterol de elevada pureza, tanto con 
la lipasa comercial, un 94% (peso/peso) en 48 horas, como con la lipasa inmovilizada, 
un 99% (peso/peso) en tan sólo 9 horas.  
 
También se desarrolló un proceso con la misma lipasa para la transesterificación 
de los fitoesteroles con tributirina, para obtener fitoesteroles esterificados con ácido 
butírico, obteniéndose un 45 % de ésteres de fitoesterol. 
 
Por último, se desarrolló una metodología para esterificar los fitoesteroles con 
concentrados de ésteres etílicos de ácidos grasos de cadena corta y media de grasa 
láctea, así como con butirato de etilo. Para ello se usó la lipasa de Pseudomonas TL a 60 
ºC, con un vacío moderado (350 mbares) con vista a minimizar la destilación de los 
ácidos grasos de cadena más corta. Mediante esta metodología se consiguieron un 40 % 
de ésteres de fitoesterol con los concentrados de ésteres etílicos de ácidos grasos de 
cadena corta y media, y un 50 % de ésteres de fitoesterol con ácido butírico, en sólo 3 
horas en ambos casos. Simplemente aumentando el vacío al final de la reacción se 
puede conseguir eliminar el exceso de butirato de etilo, llegando a un producto final con 
un 95 % de pureza. En el caso del exceso de ésteres etílicos de ácidos grasos de cadena 
corta y media, por destilación molecular o fluidos supercríticos también se puede 
conseguir fácilmente eliminar el exceso tras la reacción. 
 
5.- En síntesis, en este trabajo se han demostrado las magníficas posibilidades 
del empleo de la extracción con fluidos supercríticos como técnica para la obtención de 
extractos con actividad funcional a partir de la grasa láctea y de subproductos de la 
industria de los aceites vegetales. Al mismo tiempo se han comprobado las grandes 
posibilidades del uso de enzimas para la obtención de ingredientes lipídicos funcionales, 
como los ésteres de fitoesterol, sin emplear disolventes y reutilizando los 
biocatalizadores.  
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2. FINAL CONCLUSIONS 
 
1.- An enzymatic process for the production of phytosterol esters, tocopherols 
and fatty acid ethyl esters from soybean oil deodorized distillates has been developed, 
with good yields, good selectivity and the preservation of the activity of biocatalysts 
used. The process was scaled to pilot plant and focuses on two steps of enzymatic 
modification and one step of supercritical CO2 fractionation. The best results, in terms 
of yields of the extracts, were obtained at 250 bar, 55 ºC and a ratio solvent-to- feed of 
35, getting in the extracted fraction to 82% of phytosterol esters with 72% of yield. In 
addition, fractionation of the extract allowed the recovery of 60% of tocopherols in the 
first separator and 90% of ethyl esters of fatty acids in the second separator.  
 
2.- Phytosterols were esterified with conjugated linoleic acid (CLA) by using 
Candida rugosa lipase without solvents. The best results were obtained with a 10 % 
(w/w) enzyme load. In this process, the addition of phytosterols in stages reduced fatty 
acids excess, commonly used in sterol esterification processes. Making the second stage 
of the reaction under vacuum (100 mbar) allowed to eliminate the remaining water that 
prevented the continuity of the reaction.. By using this methodology we obtained 
phytosterol esters with a purity of an 80%, 
 
3.- It has been developed a new method by combining chemical ethanolysis and 
supercritical CO2 extraction, to fractionate fatty acids ethyl esters of milk fat. Through 
this process we obtained highly enriched extracts (up to a 70%) of fatty acids ethyl 
esters of short and medium chain, with good yields (more than an 80%) and using very 
mild pressure and temperature conditions. Furthermore, with the procedure developed it 
is possible to set the conditions to fractionate the fatty acids ethyl esters depending on 
their length of chain into extracts and fractions not extracted, and to obtain products 
with different nutritional values.  
 
4.- Different strategies have been developed for the synthesis of phytosterol 
esters with different types of fatty acids from milk fat, using different free and 
immobilized lipases. Free fatty acids of milk fat were esterified with commercial and 
immobilized C. rugosa lipase, in equimolar conditions, with no solvents and at 50 ºC. 
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By this methodology, 94% and 99% (w/w) of phystosteroyl esters were obtained in 48 h 
and 9 h with the commercial and the immobilized lipase, respectively. 
 
Also, it’s been developed a process to obtain phytosterols with butyric acid by 
transesterification with tributyrin, using C. rugosa lipase. By this process 45% of 
phytosterol esters were obtained.  
 
Finally, enzymatic esterification of phytosterols with concentrated of short and 
medium chain fatty acids ethyl esters from milk fat and with ethyl butyrate was 
performed. We used the Pseudomonas TL lipase at 60 °C, with a moderate vacuum 
(350 mbar) in order to minimize the distillation of shorter chain fatty acids. By this 
methodology, 40% of phytosterol esters with concentrated of short and medium chain 
fatty acids ethyl esters and a 50% of phytosterol esters with butyric acid were obtained 
in only 3 hours in both cases. Simply increasing the vacuum at the end of the reaction, 
ethyl butyrate excess can be eliminated, reaching a final product with 95% purity. In the 
case of fatty acid ethyl esters of short and medium chain, by molecular distillation or 
supercritical fluids the excess can also be easily removed after the reaction. 
 
5.- In summary, this Thesis has demonstrated the great possibilities of the 
supercritical fluids extraction as a technique to produce fractions with functional 
activity from industrial by-products from vegetable oils and milk fat; in addition the 
great possibilities of using enzymes to obtain  functional lipid ingredients, such as 
phytosterol esters, without using solvents and reusing biocatalysts have been shown. 
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